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Resumen
La fabricación de productos lácteos cada día aumenta en su producción mundial, sin embargo genera
subproductos como el lactosuero, los cuales tienen un fuerte impacto ambiental y económico, lo que
suscita que se deban buscar alternativas para su aprovechamiento. Por esta razón el objetivo del
presente trabajo de grado es el desarrollo y formulación de una bebida láctea fermentada simbiótica
donde se evalué de forma paralela el proceso fermentativo, comparando el cultivo de L. rhamnosus
con un cultivo mixto comercial, y el proceso de transgalactosilación de lactosuero, determinando
posteriormente las características físicas, fisicoquímicas, microbiológicas y sensoriales hasta 30 días
de almacenamiento. Se obtuvo que la bebida láctea fermentada (BLF) que genera una fermentación en
tiempos más cortos, con mayores rendimientos y mayor velocidad de duplicación se presenta con el
cultivo mixto comercial, esto debido a que la interacción entre los microorganismos que componen el
producto ayudan acelerar el proceso de la acidificación y metabolismo celular de la bebida, se
determinó que el contenido de GOS no presenta cambios significativos en el almacenamiento. Dentro
de los resultados de viscosidad de las BLF’s se observa que al adicionar el jarabe de GOS éste genera
una inestabilidad del gel formado en la fase fermentativa ocasionando valores de 1,77 mPas/s y 1,4
mPas/s en concentraciones de 4:1 y 3:1 respectivamente; los valores correspondientes al % de acidez,
% de proteína, % de cenizas y % de azúcares reductores se encuentran dentro de los límites
establecidos en las normativas vigentes del país, en torno al análisis microbiológico, se establece que
el tratamiento térmico realizado no fue suficiente para la disminución de la cantidad de coliformes y
levaduras, sin embargo la BLF que presenta mayor aceptación por parte de los panelistas tipo
consumidores es la desarrollada con el cultivo L. rhamnosus en relación 4:1 de bebida láctea
fermentada y jarabe obtenido de la trasgalactosidación.

Abstract
The production of dairy products increases every day in its worldwide production, however, it
generates by-products such as whey, which have a strong environmental and economic impact, which
leads to the need to look for alternatives for its utilization. For this reason, the objective of this degree
work is the development and formulation of a symbiotic fermented milk drink where the fermentation
process is evaluated in parallel, comparing the culture of L. rhamnosus with a commercial mixed
culture, and the process of transgalactosylation of whey, subsequently determining the physical,
physicochemical, microbiological and sensory characteristics up to 30 days of storage. It was obtained
that the fermented milk beverage (BLF) that generates a fermentation in shorter times, with higher
yields and higher rate of duplication is presented with the commercial mixed culture, this because the
interaction between the microorganisms that compose the product help accelerate the process of
acidification and cellular metabolism of the beverage, it was determined that the GOS content does
not present significant changes in storage. Within the results of the viscosity of the FBS it was
observed that when the GOS syrup was added, it generated an instability of the gel formed in the
fermentation phase, causing values of 1.77 mPas/s and 1.4 mPas/s in concentrations of 4:1 and 3: 1
respectively; the values corresponding to % acidity, % protein, % ash and % reducing sugars are
within the limits established in the country's current regulations; regarding the microbiological
analysis, it is established that the thermal treatment was not sufficient to reduce the amount of
coliforms and yeasts; however, the SSB that is most accepted by the consumer panelists is the one
developed with the L. rhamnosus culture in a 4:1 ratio of fermented milk beverage and syrup obtained
from transgalactosidation.
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1. Planteamiento del problema
1.1. Descripciòn del problema
El lactosuero es definido como “la sustancia líquida obtenida por separación del coágulo de leche en
la elaboración de queso” Foegeding y Luck (como se citó en Parra, 2009). De acuerdo a la Federación
de Ganaderos de Colombia (Fedegan), en el 2019 la producción de leche en el país fue de 7301
millones de litros (Fedegan, 2020) de los cuales, aproximadamente un 18% (1314 millones de litros)
se destinó a la producción de quesos y un 9% (657 millones de litros) a leches fermentadas, lo que
quiere decir que la producción nacional de lactosuero, se estimó en 1.117 millones de litros (Londoño
et ál., como se citó en Parra, 2009).
La industria láctea a nivel mundial suele desechar este subproducto sin ningún tratamiento generando
un daño ecológico, (Tamara, 2015) este genera aproximadamente 3,5 kg de demanda biológica de
oxígeno (DBO) y 6,8 kg de demanda química de oxígeno (DQO) por cada 100 kg de lactosuero
líquido (Muñi et ál., 2005). La transformación de 100.000 litros de leche/día en quesos genera una
contaminación equivalente a una población de 55.000 a 65.000 habitantes (Riquelme, 2010).
Aproximadamente el 47% de las 115 millones de toneladas de lactosuero producido a nivel mundial
no son aprovechados (Tamara, 2015).
El lactosuero al ser un producto extraído de la leche es considerado de valor agregado ya que es una
fuente rica en lactosa, grasa, proteínas, 23 minerales y vitaminas (González, 2011), siendo posible la
utilización del mismo en la elaboración de diferentes productos derivados lactosados como se muestra
en la figura 1.

Figura 1. Opciones del procesado de lactosuero. Fuente: Mazorra y Moreno (2019).

El lactosuero puede ser fermentado por bacterias probióticas para producir compuestos simbióticos.
La comercialización de estos productos generalmente se enfatiza en la salud y beneficios
nutricionales, especialmente si ellas aún contienen proteínas de lactosuero (Mazorra y Moreno, 2019).
La formulación de diferentes componentes beneficiosos para la salud, a partir de este producto,
incluye la participación de componentes simbióticos como la combinación de los probióticos y
prebióticos; estos últimos se caracterizan por su efecto modulador de la microbiota intestinal,,además
de ser indicados para mejorar la supervivencia de las bacterias probióticas en su tránsito por el tracto
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digestivo superior, lograr una implantación en el colon más eficiente, el efecto estimulante del proceso
de colonización y crecimiento del probiótico, pues su sustrato específico resulta útil para el inicio del
proceso de fermentación intestinal (Valdovino et ál., 2017).
1.2. Formulación del problema
¿Es posible la elaboración de una bebida láctea fermentada simbiótica por medio de un proceso en
paralelo de la fermentación láctica y la trasgalactosilación a partir de lactosuero desmineralizado?
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2. Objetivos
2.1. Objetivo General
Evaluar la influencia de un proceso en paralelo de fermentación y trasgalactosilación de lactosuero en
la estabilidad simbiótica de una bebida láctea fermentada.
2.2. Objetivos Específicos
-

Comparar el proceso fermentativo de un cultivo mixto comercial y un cultivo de
Lactobacillus rhamnosus para la elaboración de una bebida láctea fermentada.
Determinar el contenido simbiotico de las bebidas lácteas fermentadas llevadas a cabo en
paralelo.
Caracterizar física, fisicoquímica, microbiológica y sensorialmente la bebida láctea
fermentada simbiótica obtenida del proceso en paralelo.
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3. Alcance y Justificaciòn
Las afecciones relacionadas a un desequilibrio en la microbiota comprenden un complejo de
diferentes enfermedades gastrointestinales como diarrea infecciosa aguda, diarrea asociada a
antibióticos, síndrome de intestino irritable, alergias intestinales y atrofia, entre otras (Castañeda,
2018). De acuerdo con el Boletín epidemiológico semanal (BES) del Ministerio de Salud, en la
semana epidemiológica 20 para el 2019, se notificaron al Sivigila 1.505.483 casos de enfermedad
diarreica aguda, mientras que para la misma semana en 2017 se notificaron 1.283.249 casos del
evento, observándose un aumento para el 2018 correspondiente al 16%.
El estilo de vida contemporáneo y el impacto de los hábitos alimenticios han encaminado a los
consumidores a escoger alimentos que proveen beneficios para la salud más allá de la función
nutricional a partir de ingredientes que favorecen una o más funciones fisiológicas en el cuerpo
humano, mejorando la condición física general y/o reduciendo el riesgo de enfermedad (Illanes,
2015). Presentando de esta forma un continuo crecimiento del mercado de alimentos funcionales al
igual que los productos dirigidos a la salud gastrointestinal, en particular aquellos productos que
contengan probióticos y prebióticos, los cuales han sido ampliamente estudiados. Los prebióticos
(oligosacáridos y polisacáridos), componentes bioactivos que generan sinergia con los
microorganismos probióticos ofrecen un beneficio a la salud del huésped (Bernal et ál, 2017).
El proyecto está limitado a la producción y evaluación fisicoquímica, sensorial y microbiológica de
una bebida láctea fermentada simbiótica utilizando para ello una serie de procedimientos en los cuales
se buscará realizar una fase de fermentación láctica y otro de trasgalactosidación de una solución de
lactosuero en paralelo.
El proyecto está limitado a la producción y evaluación fisicoquímica, sensorial y microbiológica de
una bebida láctea fermentada simbiótica; para el cual se plantearon dos fases, la primera enfocada en
el proceso de fermentación láctica y la segunda en la trasgalactosilación de una solución de
lactosuero, de forma tal que los procesos se realizarán en paralelo.
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4. Marco de Referencia
4.1. Marco Teórico
4.1.1. Leche
De acuerdo con el Real Decreto 1679/1994 de España, la leche cruda se define como la leche
producida por la secreción de la glándula mamaria de una o más vacas, ovejas, cabras o búfalas. La
cual no haya sido calentada a temperaturas superiores a 40°C ni sometida a un tratamiento de efecto
equivalente.
En Colombia según Asoleche (2017), predomina el consumo de derivados lácteos; donde los
productos que presentan mayor volumen de comercialización son las leches líquidas y quesos frescos.
Los procesadores de leche pueden producir una amplia variedad de subproductos lácteos permitidos
por la FAO como: Leche líquida, leches fermentadas, quesos, mantequilla y ghee, leche evaporada,
leche condensada, leche en polvo, nata, suero y caseína.
De acuerdo al boletín de consumo per cápita de leche publicado en Fedegan, entre los años 2016 a
2020 el consumo de leche UHT creció un 10,26%, al pasar de 140 a 156 litros por habitante. Dentro
del panorama nacional de producción de derivados lácteos en el año 2018 el producto que presenta
mayor procesamiento es el queso que representa un 18,01% de todo el sector, seguido de las leches en
polvo y yogur con valores de 13,98% y 12,71% respectivamente (Cámara de Comercio de Medellín,
2021).
4.1.2. Lactosuero
El lactosuero representa aproximadamente del 85% al 95% del volumen de leche, y retiene el 55% de
sus nutrientes (Gomez y Sanchez, 2019). Este residuo es desechado como efluente el cual afecta física
y químicamente la estructura del suelo generando una disminución de rendimiento en cultivos
agrícolas; mientras que en el caso cuando es desechada en conductos de agua ocasiona un
agotamiento del oxígeno disuelto (Araujo et ál, 2013). Por lo cual, la ley 99 de 1993 (Artículo 42)
busca promover la disminución de contaminantes en cuerpos de agua por vertimiento de líquidos,
siendo lo anterior la razón para que estos nutrientes puedan recuperarse y ser utilizados en diferentes
campos ya sean alimentarios y/o farmacéuticos. Existen dos clases: el lactosuero ácido (pH de 4,5) y
el lactosuero dulce (pH 6,0-6,5). Su composición se encuentra en la tabla 1 (Jelen, 2011, como se citó
en Gomez y Sanchez, 2019).
Tabla 1. Composición del suero dulce y ácido. Fuente: P, Jelen 2011 citado en Gomez y Sanchez (2019).

El contenido de proteínas del lactosuero presentan un beneficio nutricional por lo que pueden ser
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usados como ingredientes alimenticios; la alfa-lactoalbúmina es la segunda proteína del lactosuero
más abundante presente, la cual contiene un alto contenido de triptófano, precursor de la vitamina
niacina, esta funciona como coenzima en la síntesis de lípidos y la utilización de carbohidratos;
además funciona mejorando la tonicidad de la piel y la función digestiva (Audic et ál., 2003). Siendo
en este caso el lactosuero procesado en la utilización como aditivo para los alimentos de infantes y
para bebidas. Dentro de las aplicaciones que hoy en día se encuentran industrializadas, representan la
mayoría al procesamiento y utilización de sus proteínas; ya sea por propiedades gelificantes,
emulsionantes y estabilizantes de alimentos. Gomez y Sanchez (2019) recopilaron aplicaciones del
suero de leche y sus derivados como se observa en la tabla 2.
Tabla 2. Algunas aplicaciones del suero de leche. Fuente: P, Jelen 2011 citado en Gomez y Sanchez (2019).

.

4.1.3. Bebida Láctea Fermentada (BLF)
El CODEX ALIMENTARIUS STAN 243-2003 define a las leches fermentadas como un producto
lácteo obtenido de la fermentación de la leche por medio de la acción de microorganismos adecuados
y teniendo como resultado la reducción del pH con o sin coagulación (precipitación isoeléctrica). La
utilización de la leche para realizar productos fermentados es una práctica muy antigua, por lo cual es
difícil cuantificar el número de productos provenientes de este proceso por la manera y las materias
primas con que se realiza (Ramírez et ál., 2011).
Las bacterias ácido lácticas empleadas en el proceso de fermentación producen metabolitos como el
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ácido láctico, bacteriocinas y muchos compuestos que conservan la leche y le imparten características
organolépticas distintivas (García et ál., 2004). Muchas bacterias lácticas utilizadas en la fabricación
de leches fermentadas están consideradas como probióticos.
Para la producción de este tipo de bebidas es común el uso de bacterias como Lactobacillus
acidophilus ya que esta pertenece al grupo de los probióticos nutricionales los cuales mejoran los
procesos de digestión aumentando la absorción de nutrientes al actuar sobre la microbiota y los de
defensa que ayuda a fortalecer la superficie del organismo expuesto ante el patógeno (Garrigos, 2011
como fue citado en Vallejo, 2019); además de ser utilizado como suplemento nutricional y/o
complemento alimenticio en dietas gracias a los beneficios que aportan a la salud. La producción
mundial de este tipo de productos para el año 2013 al 2018, correspondió al 7,2% encontrándose en el
grupo de las bebidas lácteas alternativas y fermentativas (Innpulsa Colombia, 2018).
4.1.4. Alimentos Funcionales
La industria de alimentos se ha enfocado en los últimos años en el desarrollo de productos que suplan
las necesidades nutricionales y que además contribuyan a la salud del consumidor. Los Alimentos
Funcionales son aquellos que proporcionan un efecto beneficioso para la salud, estos resultan de la
adición, sustitución o eliminación de ciertos componentes a los alimentos habituales que tengan un
efecto específico en consecuencia a su consumo (Mataix y Pérez, 2002).
Para la consideración de un alimento funcional se deben determinar los componentes que son
declarados como beneficiosos sobre la salud. Estos alimentos se han centrado en potencializar la
relación nutrición-inmunidad, ya que hay evidencia científica de la modulación que ejercen sobre el
sistema inmunológico, al incrementar la actividad fagocítica de monocitos y granulocitos al igual que
los niveles de células secretoras de anticuerpos (Aguilera et ál., 2010). La formulación de un alimento
funcional depende de la línea de acción y objetivo, estas líneas están enfocadas en los componentes
denominados funcionales como: Probioticos, prebioticos y simbioticos, alimentos enriquecidos con
fibra, ácidos grasos omega 3, ácido oleico y fitosteroles, Componentes fenólicos, entre otros (Silveira
et ál., 2003).
El potencial en el segmento de alimentos funcionales es grande y la tendencia hacia el lanzamiento de
nuevas propuestas es cada vez mayor. La oferta de alimentos funcionales crece a un ritmo del 16%
anual en Europa; en Estados Unidos y Asia, la comercialización de productos funcionales crece entre
5,7% y 6%, respectivamente, cada año (Fuentes et ál., 2015). El mercado de este tipo de alimentos
ofrece nuevas oportunidades de negocio para los productores; la industria enfocada en estos alimentos
está creciendo enormemente con tasas de crecimiento anual de 48% y las estimaciones del mercado
global de hasta $167 mil millones, correspondiendo así al 5% del mercado global de alimentos
(Stratton et ál., 2015).
América Latina se ha metido en el mercado de producción y distribución de alimentos funcionales,
debido a la gran variedad de alternativas asociadas a los efectos benéficos para la salud extraídos de la
fauna y flora de la región (Sarmiento, 2005). En Colombia el mercado especializado en este tipo de
productos aún no existe, aunque ha cambiado la dinámica de la industria alimentaria, estimulando la
creación de nuevos productos y tecnologías. El mercado de los alimentos funcionales, es un negocio
muy atractivo no solo por los efectos sobre la salud, sino por los márgenes de rentabilidad que maneja,
alrededor del 60% (Osorio, 2010).
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4.1.4.1. Alimentos Simbióticos
Cuando se habla de alimentos o componentes simbióticos se refiere a preparaciones farmacéuticas y/o
alimentarias que contienen una o más especies de probióticos e ingredientes prebióticos (Rodríguez et
ál., 2012). La interacción entre probióticos y prebióticos podría favorecer la adaptación de los
probióticos a un sustrato alimenticio previo a su consumo (Perez, 2003).
Los simbióticos son considerados de mayor beneficio sobre la microbiota intestinal ya que reducen el
pH, promueven el crecimiento de bifidobacterias y de la acción protectora mediante la inhibición de
microorganismos potencialmente patógenos, favorecen la estabilización del entorno intestinal y
aumentan la liberación de ácidos grasos de cadena corta (Mariño et ál., 2016); esto repercute
significativamente en la estimulación selectiva del crecimiento y activación del metabolismo de uno o
un número limitado de bacterias promotoras de la salud y en consecuencia del bienestar del huésped
(Jaque, 2015).
- Probióticos
Los probióticos son definidos por la FAO y la OMS como microorganismos vivos que confieren un
beneficio a la salud cuando se los administra en cantidades adecuadas (FAO, 2006). Son utilizadas
distintas cepas con características distintas como Lactobacillus y Bifidobacterium que son las más
comunes y algunas de las especies E. coli y Bacillus. En otras ocasiones se opta por levaduras como
Saccharomyces boulardii. Es importante usar las designaciones de las cepas, ya que el enfoque más
robusto sobre la evidencia de los probióticos es poder atribuirle beneficios a determinadas cepas o
combinaciones de cepas de probióticos a una dosis eficaz (World Gastroenterology Organisation,
2017).
Los probióticos interfieren en la composición del ambiente intestinal al afectar los mecanismos
inmunológicos de la mucosa, interactuando con microorganismos comensales o potencialmente
patógenos, generando productos metabólicos finales, como ácidos grasos de cadena corta, y
comunicándose con las células del huésped utilizando señales químicas (Suárez, 2013). Los diferentes
productos comerciales encierran al uso de probióticos en bebidas; su calidad depende directamente del
fabricante ya que se debe asegurar la prevalencia de los microorganismos hasta el final de la vida útil
del producto, dado que pueden ir muriéndose durante su almacenamiento (WGO, 2017).
-

Prebióticos
Son compuestos definidos como sustancias no digeribles que muestran algunos efectos biológicos
positivos para los humanos, tales como estimulación selectiva del crecimiento y bioactividad de un
número limitado de microorganismos benéficos presentes en el intestino (Gibson et ál., 2004). Los
compuestos prebióticos resisten la fermentación por la microbiota no benéfica a lo largo del intestino
favoreciendo actividades biológicas importantes para el metabolismo (Crittenden y Playne, 1996).
Dentro de las numerosas bacterias anaerobias presentes en el intestino, las del género Bifidobacteria y
Lactobacilli son las que más utilizan los prebióticos. Entre ellas principalmente las bifidobacterias las
cuales inhiben el crecimiento de bacterias putrefactivas (Clostridium perfringens) y patogénicas (E.
coli, Salmonella, Listeria y Shigella) presentes en el intestino (Mussatto y Mancilha, 2007).
Con el criterio de seleccionar un ingrediente alimenticio que cumpla con características prebióticas,
Gibson et ál., (2004) estableció algunos criterios que estos compuestos deberían cumplir de acuerdo
con la descripción del proceso químico y de fabricación:
1. Ser resistente a los ácidos gástricos, a la hidrólisis por enzimas presentes en el tracto
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gastrointestinal y a la absorción.
2. Ser fermentable por la microflora intestinal.
3. Estimular selectivamente el crecimiento y/o actividad de las bacterias intestinales asociado a
la salud y el bienestar, entre las cuales encontramos a Bifidobacteria y Lactobacilli.
Dentro del marco de los prebióticos establecido por Gibson et ál., (2004), los que cumplen dicho
requerimiento son: los galactooligosacáridos, los fructooligosacáridos y la lactulosa.
- Galacto-oligosacáridos (GOS)
Los GOS son clasificados como oligosacáridos no digeribles (OND) los cuales resisten las enzimas
digestivas gastrointestinales, además de ser soluble, actuando de esta manera como fibra dietaria
soluble (FDS) (Meyer y Tungland, 2002). Estos presentan una actividad bifidogénica, de tal forma
que los GOS han sido clasificados como ingredientes alimenticios prebióticos, tomando su producción
industrial un mayor interés comercial.
Al ser GOS un oligosacárido formado por la unión de un número variable de moléculas de galactosa a
una molécula de glucosa terminal, se presenta entre las unidades de galactosa-glucosa los enlaces
ꞵ-(1-3) y ꞵ-(1-6), predominando el enlace ꞵ-(1-4) como se observa en la tabla 3.
Tabla 3. Oligosacáridos identificados durante la obtención de GOS
Gal: Galactosa, Glu: Glucosa.
Fuente: Cavalcante y Pastore 2015 tomado de Bohórquez, 2016.

Los GOS pueden sintetizarse por métodos clásicos de síntesis química a partir de azúcares simples y
por la acción catalítica de β-galactosidasa sobre lactosa. Siendo esta una hidrolasa que cataliza la
hidrólisis de β-galactósidos en sus respectivos monosacáridos (Bohórquez, 2016). La β-galactosidasa
puede provenir de hongos como Aspergillus niger y Aspergillus oryzae (Pereira et ál., 2012). De
acuerdo al origen de la enzima β-galactosidasa esta permitirá la producción de diferentes tamaños y
tipos de GOS; la enzima A. oryzae produce mayor cantidad de GOS-3 y una pequeña cantidad de
GOS-4 siendo utilizada en alimentos de bajo costo (Cheng et ál, 2006 como lo citó Bohorquez, 2016).
El GOS puede ser obtenido por reacción de transgalactosilación catalizada por ꞵ-galactosidasa
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durante la hidrólisis de lactosa. La ꞵ-galactosidasa cataliza la transferencia de una unidad de
galactosa presente en un ꞵ-galactósico como la lactosa a un aceptor con grupo hidroxilo (Zhoun y
Chen, 2001 como se citó en Bohórquez, 2016). Dando así un mecanismo de reacción en tres pasos:
1. Formación del complejo enzima-galactosa y la liberación simultánea de la glucosa.
2. El complejo enzima-galactosa sufre un ataque nucleofílico transfiriendose a un aceptor con un
grupo hidroxilo.
3. Al ser la transferencia en agua se obtiene como producto la galactosa, mientras que si la
transferencia es a un carbohidrato como lactosa, se produce di, tri y/o GOS de mayor grado de
oligomerización como se observa en la figura 2.

Figura 2. Mecanismo de acción de la ꞵ-galactosidasa en la síntesis de GOS. Fuente: Rodriguez, 2015 como lo referenció Bohórquez, 2016.

La formación de GOS viene predeterminada por un balance entre las reacciones de hidrólisis,
transgalactosilación y por la concentración inicial de lactosa. Cuando se tienen soluciones con una
concentración baja de lactosa y aumenta la concentración de agua en el sistema, esto favorece a la
hidrólisis dándose la formación de galactosa. Mientras que la reacción de transgalactosilación
aumenta a concentraciones elevadas de lactosa y poca concentración de agua, actuando de esta forma
la molécula de lactosa como el aceptor formando una serie de GOS con diferentes grado de
polimerización en la reacción de hidrólisis y transgalactosilación (Villareal, 2014).

4.2. Marco Conceptual
4.2.1. Lactosuero
Corresponde específicamente el remanente líquido posterior a la precipitación y eliminación de la
caseína de la leche durante la elaboración del queso, cuyo mayor componente es la lactosa
(4,5-5%p/v); el lactosuero que se libera corresponde al 80% del volumen de la leche, es considerado
el efluente que más contaminación provoca en la industria láctea por la demanda biológica y química
de oxígeno (DBO y DQO) (Prieto et ál, 2012).
4.2.2. Bebida láctea fermentada
Corresponde al producto lácteo de consistencia fluida obtenido a partir de la leche fermentada
mezclada con otros derivados lácteos e ingredientes higienizados (Norma Técnica Colombiana 805).
4.2.3. Galacto-oligosacáridos
Oligosacáridos no digeribles los cuales resisten las enzimas digestivas gastrointestinales. Se
encuentran de forma natural en la leche de mamíferos y en algunos productos procesados (Zarate et
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ál., 2019).
4.2.4. β-galactosidasa
Enzima industrial descrita en numerosos microorganismos se utiliza generalmente para la hidrólisis de
la lactosa y la trasgalactosilación (Vera et ál, 2012).
4.2.5. Trasgalactosilaciòn
Reacción en la que una o más unidades de galactosa son transferidas sucesivamente al residuo de
D-galactosa de la lactosa, para producir GOS con diferente grado de polimerización y configuración
(Ganzle, 2012).
4.2.6. Alimento funcional
Se considera un alimento funcional a cualquier alimento o ingrediente que aporta al organismo
además de su valor nutricional, ciertos beneficios específicos sobre la salud y/o una reducción del
riesgo de enfermedad (Vidal y Nogues, s.f).
4.2.7. Alimentos simbióticos
Legalmente en Colombia se entienden como alimentos que presentan la combinación de sustancias
prebióticas con cultivos probióticos presentes en un mismo alimento (Resolución 333 de 2011)

4.3. Marco Legal
Tabla 4. Normativa aplicable. Fuente de elaboración propia.

Normativa
CODEX
243-2003

NTC
805
ICONTEC

STAN

Título

Contexto

Norma del CODEX para
leches fermentadas.

Descripción de leche fermentada, leche
fermentada
concentrada,
leche
fermentada aromatizada, bebidas a base
de leche fermentada.
Composición y factores de calidad,
aditivos alimentarios, contaminantes,
higiene, etiquetado, métodos de toma
de muestra y análisis.

del Productos lácteos. Leches Definiciones,
clasificación,
fermentadas.
designación, requisitos, toma de
muestras, criterios de aceptación o
rechazo, ensayos, envase y rotulado.

Resolución 02310 de Reglamentación referente a
1986
procesamiento,
composición,
requisitos,
transporte
y
comercialización de los
Derivados Lácteos.

Definición de los principales derivados
lácteos,
los
procedimientos
de
higienización, de los equipos de
utensilios.
De la leche fermentada como yogurt,
kumis, leche fermentada larga vida, de
leche
saborizada,
así
como
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características
mismo.
Resolución 2674 de Por la cual se reglamenta el
2013
artículo 126 del Decreto
Ley 019 de 2012 y se
dictan otras disposiciones.

fisicoquímicas

del

Condiciones básicas de higiene en la
fabricación de alimentos, equipos y
utensilios, personal manipulador de
alimentos, aseguramiento y control de
calidad e inocuidad, almacenamiento,
distribución,
transporte
y
comercialización de alimentos.
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5. Materiales y métodos
A continuación, se especifican los materiales y reactivos empleados durante la fase experimental; del
mismo modo se describen los procedimientos realizados para el cumplimiento de los objetivos
planteados.

5.1. Materiales y reactivos utilizados
Los compuestos biotecnológicos utilizados (enzimas y cultivos fermentativos) para el desarrollo de la
fase experimental fueron:
●

●
●

Cultivo mixto comercial Lyofast YAB 452 BB SACCO® compuesto por las cepas
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus, Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium animalis ssp. lactis, el cual fue adquirido en el Centro
Agrolechero de Bogotà.
Cultivo Lyofast LR B SACCO® de la cepa Lactobacillus rhamnosus, el cual fue adquirido en
el Centro Agrolechero de Bogotà.
Enzima β-galactosidasa, suministrado por la Universidad de la Salle.

Los reactivos empleados para la transgalactosilación fueron la lactosa de grado alimentario adquirida
del Centro Agrolechero de Bogotá y el lactosuero desmineralizado al 40% de la marca Food Chem
Andina fue suministrado por la Universidad de la Salle.
Para el proceso fermentativo se utilizó leche en polvo descremada de la marca Colanta® y lactosuero
desmineralizado al 40% de la marca Food Chem Andina suministrado por la Universidad de la Salle.

5.2. Evaluación experimental
Con la finalidad de dar respuesta al objetivo 1, en el cual se buscaba comparar el proceso fermentativo
de un cultivo mixto comercial y un cultivo de Lactobacillus rhamnosus en la elaboración de una
bebida láctea fermentada, la metodología implementada fue la siguiente:
5.2.1. Proceso enzimático
5.2.1.1. Preparación de las muestras iniciales
Se prepararon 5 litros del medio, los cuales presentaban una composición de lactosa 39%, lactosuero
reconstituido 26.64% y agua 34.36%. Los medios de lactosa fueron sometidos previamente a un
proceso de calentamiento con agitación hasta alcanzar los 90°C, el cual supera el límite de
solubilización de la lactosa para asegurar que el medio permanezca líquido sin rastro de
sedimentaciones durante la reacción enzimática (Amaya y Tellez, 2019).
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5.2.1.2. Reacción enzimática
Se seleccionó la enzima proveniente de A. oryzae, por lo cual, se realizó la reacción enzimática en 5
litros de medio preparado descrito en el enunciado 5.2.1.1, donde inicialmente las muestras fueron
sometidas a un tratamiento térmico hasta 90°C y llegada a esta temperatura se descendió hasta
alcanzar 50°C, continuando con la adición de enzima β-galactosidasa proveniente de A. oryzae en
concentración de relación enzima lactosa (R): 0.2%, el tratamiento enzimático se llevó a cabo durante
1 hora a temperatura constante.
𝑅(%) =

𝑔𝐸
𝑔𝐿𝑎𝑐

* 100

(Ecuación 1)

Donde: 𝑔𝐸= Gramos de enzima
𝑔𝐿𝑎𝑐= Gramos de lactosa
𝑅= Relación enzima lactosa
Las muestras fueron tratadas térmicamente en agua de ebullición durante 10 minutos para inactivar la
enzima β-galactosidasa y detener el proceso enzimático (Iwasaki et ál 1996, como lo fue citado en
Amaya & Tellez, 2019). Una vez se detuvo la reacción el jarabe resultante se mantuvo a temperaturas
de refrigeración (4°C) hasta el punto de mezcla con la bebida láctea fermentada.
5.2.1.3. Cuantificación de carbohidratos obtenidos mediante la reacción enzimática
- Preparación de la muestra
Se tomó una alícuota de 10 ml de la reacción enzimática finalizada y se llevó a centrifugación por 30
min a 3000 rpm, posteriormente se utilizó una micropipeta calibrada con 100 μL de sobrenadante
obtenido y se diluyó con 1900 μL de agua destilada y desionizada, para proseguir con una filtración
de las muestras con un filtro jeringa de membrana PES con un tamaño de poro de 0.22 μm y 13 mm
de diámetro, para ser finalmente depositado en viales de 2 ml los cuales permanecieron en
congelación hasta su análisis (Amaya y Tellez, 2019).
- Análisis HPLC
El contenido de glucosa, galactosa, lactosa y GOS fueron determinados únicamente en el punto final
de la reacción enzimática por duplicado con una columna Benson (Poliestireno divinil benceno
sulfonado Na+) a una temperatura de 80°C, operando en un sistema HPLC equipado con un detector
de índice de refracción (Vera et ál 2012, como fue citado en Amaya & Tellez 2019). Las condiciones
de operación eran agua destilada, desionizada y desgasificada como fase móvil a un caudal de 0.5
mL/min, usando un volumen de inyección de 20 μL y tiempo de retención de 18 min (Amaya y
Tellez, 2019).
5.2.2.

Elaboración de la bebida láctea fermentada

El proceso fermentativo para la elaboración de la bebida láctea fermentada se planteó para evaluar 2
tipos de cultivos, el primer tratamiento bajo la utilización de un cultivo mixto comercial y para el
segundo un cultivo de Lactobacillus rhamnosus.
5.2.2.1. Proceso fermentativo
El medio inicial consistió en la utilización de 10 litros de leche entera en polvo y lactosuero
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desmineralizado al 40% reconstituida en proporción 75:25, para cada uno de los cultivos
fermentativos, al cual se le realizó un proceso de pasteurización (90°C por 10 minutos) y por último
se redujo la temperatura hasta 50°C de la mezcla para la inoculación de los cultivos (Osorio, 2010). Se
necesitaron 5 litros del medio inicial previamente preparado para el proceso fermentativo de cada uno
de los cultivos.
El primer tratamiento se realizó mediante la utilización de 70 mg Lyofast YAB 452 BB SACCO®, el
cual se compone de cepas seleccionadas de Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii
spp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium animalis ssp. lactis (ver Anexo 10.1).
Con respecto al segundo tratamiento se adiciona 70 mg Lyofast LR B SACCO®, constituido por
Lactobacillus rhamnosus al medio inicial (ver Anexo 10.2).
El proceso fermentativo se llevará a cabo en cantinas de acero inoxidable de capacidad de 20 litros a
temperatura constante de 43°C durante un aproximado de 14 horas o el tiempo necesario para que la
solución alcance el porcentaje de ácido láctico entre 0,75% y 1,5%; al proceso fermentativo se le
realiza una verificación de acidez expresada como porcentaje de ácido láctico (ECAL).

5.3. Determinación de la biomasa obtenida
Por motivos de logística, se tomaron alícuotas de 20 ml en los tiempos de 0, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13 y 14 horas. La biomasa fue cuantificada a partir del crecimiento microbiano de los 2
tratamientos evaluados, esta fue estimada a partir de un proceso de centrifugación utilizando HCL
0.1N como agente para generar el cambio de pH y facilitar la floculación llegando al punto
isoeléctrico de la proteína láctea, y así obtener el peso seco (Venkatesh, Okos & Wankat, 1993;
Alvarez, Aguirre, Ramírez & Rodríguez, 2010; Sharma & Mishra, 2014).

5.4. Seguimiento del contenido de % Ácido láctico
Se determinó el contenido de ácido láctico en el producto inoculado durante lapsos de tiempo de 0, 2,
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 y 14 horas. Con los datos obtenidos se realiza la curva de Acidez
titulable (Y) contra el tiempo de inoculación (X), (Miranda et ál, 2007).
%𝐴𝑐𝑖𝑑𝑒𝑧 =

𝑉𝐷*𝑁𝐵*9
𝑉𝐿

Donde VB corresponde al volumen de NaOH gastado, VL al volumen de leche utilizados y NB a la
normalidad de la solución de NaOH.

5.5. Seguimiento del consumo de sustrato
El seguimiento del consumo de sustrato se realizó por el método DNS desarrollado por Miller 1959
(como lo citó Garay y Peña 2018); esta metodología incluye la construcción de una curva de
calibración, por medio de la cual se determinaron las concentraciones desconocidas de azúcares
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presentes en muestras hidrolizadas de la bebida láctea fermentada (Garay y Peña, 2018).
Se preparó el reactivo ácido 3,5 dinitrosalicílico, para lo cual, fue necesario pesar 0,5 g de ácido 3,5
dinitrosalicílico, 15 g de sal Rochelle (Tartrato de Na-K) y 0,8 g de NaOH. Se disolvió el NaOH en 40
mL de agua destilada, mientras se agregó lentamente el tartrato de Na-K y añadiendo de igual manera
el ácido 3,5 dinitrosalicílico. El recipiente se puso a baño maría a una temperatura de 92°C con
agitación constante durante 1 hora, donde no se observaron partículas sólidas. El reactivo se enfría y
completa con agua destilada al volumen de 50 mL, se filtra y almacena en frasco de ámbar para evitar
contacto con la luz.
Para la curva de calibración se preparó una solución patrón de glucosa cuya concentración fue de 2
g/L, a partir de esta se realizaron diluciones, se realizó la medición de las absorbancias de cada una de
las muestras preparadas a una longitud de onda de 540 nm, estas se graficaron de forma que se
encuentre un comportamiento lineal para la obtención de la ecuación en donde se reemplaza el valor
de las absorbancias de las muestras hidrolizadas para obtener la concentración de azúcares.
Posteriormente, en tubos de ensayo se adicionó 0,25 mL de las muestras agregando 0,25 mL de
reactivo DNS. Los tubos se deben agitar en vortex y calentar en baño maría a temperatura de 92°C
durante 10 minutos. Cuando el reactivo (ácido 3,5-dinitrosalisílico) es reducido en presencia de calor
por el contacto con azúcares reductores, se observa el cambio de color amarillo hacia un naranja
ladrillo, el cual fue sumergido en agua fría por 10 minutos para frenar la reacción y agregar 2,5 mL de
agua destilada. Continuo a esto, se determinó el cambio de coloración a partir de la lectura de
densidad óptica en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 540 nm. Para una correcta lectura
del equipo fue necesario preparar un blanco de 0,25 mL de extracto y 0,25 mL de reactivo DNS en un
tubo de ensayo al cual se le realizó el mismo proceso descrito anteriormente.
Se realizó el seguimiento en los tiempos 0, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 y 14 a los azúcares
reductores de los 2 procesos fermentativos.

5.6. Determinación del coeficiente de rendimiento
Se calculó a partir del rendimiento, el cual se encuentra definido como la biomasa producida por la
cantidad de sustrato consumido, determinado de la siguiente forma:
𝑌=

𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑖𝑑𝑎
𝑆𝑢𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑖𝑑𝑜

Para calcular la biomasa producida se realizó a partir de la diferencia entre la biomasa en el tiempo (t)
y la biomasa del inóculo, mientras que para el cálculo del sustrato consumido se realizó a partir de la
diferencia entre la cantidad de sustrato al inicio del cultivo contra la cantidad de sustrato en el tiempo
𝑔 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎
(t). El resultado de las ecuaciones anteriormente descritas son 𝑔 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑖𝑑𝑜 (Arana et ál, s.f).

5.7. Determinación de la velocidad de crecimiento bacteriano
Para la determinación del factor de velocidad máxima (µ𝑚𝑎𝑥) de crecimiento del microorganismo
sobre el sustrato dado, fue necesario la realización de curvas de crecimiento para el cálculo de los
valores µ para cada concentración estudiada. A partir del modelo planteado por Jurado y Guzman
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(2015) se determinó la velocidad por medio de la ecuación:
µ𝑚𝑎𝑥 =

𝑑𝐿𝑛𝑋
𝑑𝑡

En el modelo utilizado se busca graficar la fase exponencial del crecimiento bacteriano mediante una
aproximación logarítmica, de esta se define la ecuación de la recta y el valor de µ.

5.8. Caracterización y seguimiento de la bebida láctea fermentada simbiótica
Al ser un proceso en paralelo, en este punto se realizó la mezcla de bebida láctea fermentada con cada
cultivo iniciador y una solución rica en GOS obtenida del proceso de transgalactosilación, las
concentraciones establecidas fueron en relación 4:1 y 3:1 respectivamente; las concentraciones a
utilizar fueron determinadas a partir de las concentraciones obtenidas de GOS en el trabajo realizado
por Amaya y Tellez (2019) y la disposición Normativa (NTC 805/2005) de contenido simbiotico para
una BLF.
Se realizó el seguimiento de la estabilidad de las bebidas en un rango de 30 días, se tomaron muestras
a los días 0, 10, 20 y 30, donde las muestras se encontraban almacenadas en temperatura de
refrigeración (apx 4°C).
5.8.1. Caracterización física
- Determinación de viscosidad
La viscosidad se determinó de acuerdo al método propuesto por Martinez y Tinoco (2018, como lo
citó Montesdeoca, 2020). Se utilizó un viscosímetro rotacional en una muestra de 500 mL de bebida
láctea fermentada, aplicando una fuerza externa con el husillo N°2 el cual induce un movimiento bajo
condiciones de temperatura a 25°C y 60 rpm.
5.8.2. Caracterización fisicoquímica
- Determinación de acidez
Se realizó mediante el método de referencia de la NTC 4978. En 10 ml de la muestra de bebida láctea
se adicionaron 5 gotas de solución indicadora de fenolftaleína, seguida de una titulación con hidróxido
de sodio (NaOH) al 0.1 N, la apariencia del color rosa que se mantiene durante 30 segundos indico el
punto final de reacción, el resultado es expresado en % de ácido Láctico.
El seguimiento de esta se realizó con las 4 bebidas provenientes de los 2 procesos fermentativos y las
2 concentraciones establecidas del proceso en paralelo a los días 0, 10, 20 y 30.
- Determinación de ceniza
Se realizó por gravimetría en una mufla a 300°C hasta obtener un peso constante de materia (NTC
4648, 2006).
El seguimiento de esta se realizó a las 4 bebidas provenientes de los 2 procesos fermentativos y las 2
concentraciones establecidas a los días 0, 10, 20 y 30.
-

Determinación de proteínas
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Se realizó por el método de Kjeldahl de acuerdo a la NTC 4657 (1999). El seguimiento de esta se
realizó a las 4 bebidas provenientes de los 2 procesos fermentativos y las 2 concentraciones
establecidas a los días 0, 10 y 30.
- Determinación de azúcares reductores
Se realizó por HPLC, la separación de sacarosa, glucosa y fructosa se llevó a cabo en una columna
Bio-Rad, utilizando como fase móvil ácido sulfúrico 5 mM, la identificación de los picos se realizó
comparando con estándares de GOS.
El seguimiento de esta se realizó a las 4 bebidas provenientes de los 2 procesos fermentativos y las 2
concentraciones establecidas a los días 0, 10, 20 y 30.
5.8.3. Evaluación microbiológica
- Recuento Bacterias Ácido Lácticas
Se realizó una dilución de 10 ml de la bebida láctea fermentada en 100 ml de agua destilada, luego se
diluyó esta en otros 10 ml de agua destilada. Se cultivaron 10 µl de la disolución obtenida en el medio
de cultivo agar MRS durante 48 horas a 37°C. Después de finalizado se procede al recuento de UFC
(Arquero y Lizarazu, 2010).
El seguimiento de esta se realizó a las 4 bebidas provenientes de los 2 procesos fermentativos y las 2
concentraciones establecidas a los días 0, 10, 20 y 30.
- Recuento coliformes fecales y totales
Se realizó una dilución de 10 ml de la bebida láctea fermentada en 100 ml de agua de peptona
tamponada, luego se diluyó 1 mL de esta en 10 mL de agua peptona tamponada. Para el recuento de
coliformes totales se sembró 1 mL por duplicado de las diluciones 10-2 y 10-3 en profundidad, se
adiciono el agar MacKonkey y se homogeneizó en forma de ocho; Se incubó a 37°C durante 24 a 48
horas. Para el recuento de coliformes fecales se realizó de igual manera como para coliformes totales,
se incubó a 44°C durante 24 a 48 horas (Salgado, 2006).
El seguimiento se realizó a las 4 bebidas provenientes de los 2 procesos fermentativos y las 2
concentraciones establecidas a los días 0 y 30.
- Recuento mohos y levaduras
Se realizó de acuerdo a la NTC 4132, donde se tomaron 2 cajas de petri estériles, a cada caja de petri
se transfiere 1 ml de la muestra líquida. Se tomaron otras 2 cajas de petri estériles a las cuales se les
agregó por medio de otra pipeta esteril 1 ml de la dilución 10-1, se repitió el procedimiento anterior
usando diluciones 10-2 y 10-3.
Continuamente se transfiere desde uno de los frascos de cultivo a cada caja de petri aproximadamente
20 ml del medio agar-extracto de levadura-dextrosa-cloranfenicol previamente fundido y mantenido a
una temperatura de 45°C en baño de maria. El tiempo transcurrido entre el final de la preparación de
la suspensión inicial y el momento en que se transfiera a las cajas de petri no debe superar los 20
minutos. Cuidadosamente se mezcló el inóculo con el medio hasta la solidificación de la mezcla. Por
último, se invirtió las cajas de petri y se llevaron a la incubación a una temperatura de 25°C. El
recuento se realizó a cada caja después del 3 día.
El seguimiento se realizó a las 4 bebidas provenientes de los 2 procesos fermentativos y las 2
concentraciones establecidas a los días 0 y 30.
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5.8.4. Evaluación sensorial
El análisis sensorial se enfocó en el nivel de aceptación de los consumidores frente a la bebida láctea
fermentada simbiótica, se midieron aspectos relacionados al color, el aroma, el sabor y la textura en
boca mediante una calificación de escala hedónica verbal de 5 puntos (Me gusta mucho, Me gusta, No
me gusta ni me disgusta, Me disgusta y Me disgusta mucho). El análisis sensorial se llevó a cabo
mediante formularios físicos de manera presencial a 30 panelistas tipo consumidor, los cuales se
declararon como personas que no fuman, no comen picante con regularidad, presencia de algún tipo
de anomalía visual, olfativa o gustativa.
La estructuración de la prueba se realiza mediante la codificación aleatoria de las 4 muestras
provenientes de los 2 cultivos fermentativos y las 2 concentraciones establecidas; las muestras fueron
otorgadas a los panelistas en medios aislados de ruido y olores, paso de personas y en cubículos
separados con el fin de disminuir la sensibilidad y la capacidad de evaluación del producto. A los
consumidores se les dió las siguientes instrucciones al comenzar la prueba:
1.
2.
3.
4.

Se debe limpiar la boca con un sorbo de agua antes de comenzar.
Se prueba una a una las muestras alcanzadas con intervalos entre muestra y muestra de 1 min.
Después de probar cada muestra se debe enjuagar la boca con agua.
Registrar sus percepciones y valoraciones en la hoja de puntaje entregada y que coincida con
el número de muestra que haya probado.

El seguimiento se realizó a las 4 bebidas provenientes de los 2 procesos fermentativos y las 2
concentraciones establecidas al día 10 de la elaboración del mismo.

5.9. Procesamiento de datos
Debido al proceso planteado, el tratamiento de los datos obtenidos del procesamiento fermentativo se
basó en la utilización de mecanismos gráficos, con el fin de determinar cuán significativas fueron las
diferencias en la utilización de un cultivo mixto y un cultivo de Lactobacillus rhamnosus.
Se determinaron las diferencias significativas de las pruebas físicas, físico químicas y
microbiológicas, de las 4 bebidas lácteas fermentadas provenientes de los 2 procesos fermentativos y
las 2 concentraciones establecidas; mediante un análisis de varianza ANOVA, si las muestras en las
cuales se establezca que hay diferencias significativas se procederá a realizar un análisis de Tukey.
Para las evaluaciones de análisis sensorial, se realizó un tratamiento de datos a partir del método
gráfico, medidas de tendencia central y análisis de Friedman.
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6. Resultados y análisis
6.1. Evaluación experimental del proceso enzimático y elaboración de la bebida láctea
fermentada
6.1.2. Cuantificación de carbohidratos obtenidos mediante la reacción enzimática
Mediante cuantificación de GOS posterior a la trasgalactosilación realizada por HPLC, se
determinaron las concentraciones en %p/p de lactosa, glucosa, galactosa, GOS 3 y GOS 4 como se
muestra en la tabla 5.
Tabla 5. HPLC para solución de GOS proveniente de la transgalactosilación

GOS 4

GOS 3

GOS TOTALES

LACTOSA

GALACTOSA

GLUCOSA

0,130

0,957

1,087

2,450

1,847

2,515

Rico 2018, (como lo citó Pedraza 2021) expresa que a mayor cantidad de enzima, la producción de
oligosacáridos aumenta debido a que las enzimas β-galactosidasas realizan una función de hidrólisis y
transgalactosilación, donde en la primera de ellas la lactosa produce glucosa y galactosa, mientras que
en el segundo proceso se transforman los oligómeros a partir de los azúcares simples. Albuquerque y
colaboradores (2021) manifiestan que la lactosa presente en el medio actúa como aceptor, ayudando al
desarrollo de los GOS mediante una reacción de transgalactosilación, donde después de alcanzar las
velocidades máximas la concentración de lactosa disminuye debido a un proceso de hidrólisis y
formación de fructosil-galactooligosacaridos. El mismo autor expresa también que la concentración de
sustrato y la composición del medio de reacción son factores clave que afectan la actividad de las
β-galactosidasas, donde la hidrólisis de la lactosa genera galactosa y glucosa como productos de
reacción. De igual forma, la galactosa puede reducir la concentración final de GOS sintetizado por la
enzima, debido a que esta es un inhibidor competitivo para inhibir más la hidrólisis de lactosa que la
de glucosa.
Lopez y colaboradores (2018) expresan que el % total de carbohidratos en una mezcla comercial de
galactooligosacaridos (GOS) en lactosa es del 18%, galactosa 1,4% y glucosa de 20,7%. En el
presente estudio el jarabe realizado para la transgalactosilación se compone de 780 g de lactosa en
polvo, 532 g de lactosuero y 3688 g de agua; por lo cual al ser un proceso llevado a cabo en altas
temperaturas, se busca, en primera instancia, la concentración de azúcares en el medio, donde de
acuerdo a los resultados obtenidos se evidencia que la concentración de glucosa es la que se presenta
en mayor proporción (2,51%), seguido de lactosa (2,45%) de acuerdo a ficha técnica para la lactosa en
polvo es de mínimo 99,75% y en el lactosuero desmineralizado un mínimo de 70%, aunque estos se
presenten dentro de la mayor composición de los materiales utilizados, las diferencias obtenidas
pueden deberse al uso de una menor cantidad de producto.
Por tanto, los resultados muestran una concentración de galactooligosacáricos (GOS) baja, lo cual
puede ser causado por las altas concentraciones de galactosa, ya que al incrementar la galactosa se
produce un efecto inhibitorio en la producción de GOS debido a la formación de un intermediario
galactosa-enzima que puede desplazar a la lactosa del centro activo; mientras que para el caso de la
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concentración de glucosa la cual se encuentra en mayor proporción, se puede presentar dos
fenómenos, la primera de ellas una inhibición competitiva entre las enzimas β-galactosidasas por el
consumo del sustrato en el centro activo de la enzima y el segundo fenómeno una formación única del
complejo enzima-sustrato (Delgado, 2017).

6.2. Proceso fermentativo
6.2.1. Determinación de la biomasa obtenida
La medición de biomasa de los cultivos iniciadores se realizó por el método de peso seco, los
resultados obtenidos para la concentración de biomasa durante el proceso fermentativo de cada bebida
láctea fermentada se expresa en la figura 3.

Figura 3. Concentración de biomasa a través del proceso fermentativo. Cultivo R: L. rhamnosus. Fuente: Elaboración propia.

Con la finalidad de verificar si las diferencias en la obtención de biomasa son significativas, se realizó
una prueba ANOVA de 1 factor y con un grado de significancia del 0.05, estableciendo las siguientes
hipótesis:
H₀: El comportamiento de obtención de biomasa es igual en los dos cultivos fermentativos
H₁:El comportamiento de obtención de biomasa es diferente en los dos cultivos fermentativos
A partir de los resultados presentados en la tabla 15 (ver anexo 10.4) se acepta la hipótesis alterna, ya
que se evidencia que el comportamiento de la obtención de biomasa en los procesos fermentativos
presentan diferencias significativas.
La figura 3 presenta el comportamiento ascendente de la concentración de biomasa durante el tiempo
requerido para el proceso fermentativo de los cultivos iniciadores implementados en la elaboración de
la bebida láctea fermentada. Al ser inoculado el medio la concentración de biomasa aumenta
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rápidamente a medida que se consumen los nutrientes, y conforme el sustrato que limita el
crecimiento se va agotando la propagación hasta que se detiene toda reproducción celular (Reyes,
2008).
Por tanto, en la figura 3 se observa que la concentración de biomasa en el cultivo de L. rhamnosus al
cabo de 14 horas de proceso fermentativo se obtiene 1,26 g/L aunque en las primeras 8 horas de
reacción se observa un crecimiento de forma lenta, esto puede ser causado por la fase de latencia en la
curva de crecimiento microbiano el cual es el periodo de adaptación del microorganismo al medio,
observando posteriormente el periodo de crecimiento exponencial hasta el valor mencionado. Al
comparar el resultado obtenido con el trabajo de Suarez (2007) quien evaluó y simuló la producción
de ácido láctico con L. casei después de 54,5 horas de proceso llegó a la fase exponencial en donde
aumentó considerablemente la concentración del microorganismo con una concentración máxima de
biomasa de 2,68 g/L, se observó que la concentración de biomasa aumentó durante todo el tiempo,
indicando de esta forma que el lactobacilo se adaptó al cambio en las condiciones de fermentación
provocado por la adición de sustrato, de igual forma, el estudio de Aguirre y colaboradores (2010)
obtuvieron un valor de 4.3 g/L de biomasa en 25 horas de reacción a condiciones controlados
utilizando un cultivo de L. casei var. rhamnosus, por otro lado en el proceso fermentativo realizado
por Amaya y Tellez (2020) de la elaboración de una bebida simbiótica a base de la utilización de la
cepa de L. Acidophilus, en el seguimiento de la biomasa obtuvieron un valor de 5% p/p al cabo de las
26 horas de fermentación; concluyendo de esta forma que la elaboración de la bebida láctea
fermentada con la adición de un cultivo proveniente de L. rhamnosus presenta resultados inferiores a
los expresados por diferentes autores, dicho valor de biomasa obtenida puede ser debido a que el
producto fue sometido a un tiempo inferior de fermentación, dicha decisión corresponde a el
seguimiento de las condiciones de experimentación estipuladas, desde la cual a partir de un contenido
mínimo de 0.7 % de acidez E.C.A.L se considera que el producto califica como un bebida láctea
fermentada según la resolución 02310 de 1986.
Por otro lado, la obtención de biomasa de una bebida láctea fermentada con la adición de un cultivo
mixto comercial como se observa en la figura 3 presenta un valor ascendente constante durante las
tomas de 0 a 7.5 hora final donde se obtuvo un contenido de biomasa de 1.63 g/L. En el estudio de
Galarza (2005) realizó 12 experimentos para el cálculo de las biomasas obtenidas en la fermentación
de leche de cabra al implementar cepas de L. bulgaricus y S. thermophilus, en los cuales obtuvo como
resultados valores de biomasa de 4.30 g/L a 4.61 g/L. De igual forma Ramirez y colaboradores
(2016), en sus resultados encontraron un incremento máximo de 59,14% de biomasa en una
concentración de 10 g/L al utilizar L. acidophilus, Bifidobacterium y la levadura Saccharomyces kéfir
en la fermentación de leche; los autores aseguran que el factor diferencial del aumento de biomasa se
debe al uso adicionado del extracto de levadura y del control del rango de temperatura adecuado que
favorece directamente la simbiosis entre el cultivo láctico y el extracto de levadura. Esto demuestra
que las condiciones que se están trabajando son las apropiadas para favorecer la producción de ácido
láctico sobre el crecimiento de biomasa, lo cual se debe a que los rendimientos de sustrato en biomasa
siempre son mucho menores en fermentaciones anaerobias, ya que se favorece la producción de otros
metabolitos sobre la biomasa (Hagerdal y Hofvendahl, 2000 como lo citó Suarez, 2007), en este caso,
la producción de ácido láctico para la obtención de la bebida.
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6.2.2

Seguimiento del contenido de % Ácido láctico

Durante el proceso fermentativo se realizó el seguimiento por medio de la cuantificación de ácido
láctico producido por las bebidas tal y como se muestra en la figura 4.

Figura 4 . Aumento del % de Ácido láctico a través del proceso fermentativo Cultivo R: L. rhamnosus y mixto Fuente: Elaboración propia

En la figura 4 se evidencia una relación directamente proporcional entre el tiempo de reacción
fermentativo y la acidificación de la bebida láctea fermentada, presentando de esta forma que, a
medida que pasa el tiempo de incubación de cada uno de los cultivos utilizados para el medio se logra
alcanzar un mayor porcentaje de acidez expresado como %E.C.A.L (porcentaje de ácido láctico) en la
bebida láctea.
Con la finalidad de verificar si las diferencias en la producción de ácido láctico son significativas, se
realizó una prueba ANOVA de 1 factor y con un grado de significancia del 0.05, estableciendo las
siguientes hipótesis:
H₀: El comportamiento de la producción de ácido láctico es igual en los dos cultivos fermentativos
H₁:El comportamiento de la producción de ácido láctico es diferente en los dos cultivos fermentativos
A partir de los resultados presentados en la tabla 16 (ver anexo 10.5) se acepta la hipótesis alterna, ya
que se evidencia que el comportamiento de la producción de ácido láctico en los procesos
fermentativos presentan diferencias significativas.
Para la bebida láctea fermentada simbiótica elaborada con el Cultivo Mixto, el tiempo de reacción fue
de 7.5 horas presentando un resultado de 0.891 %E.C.A.L lo cual determinó el fin del proceso
fermentativo, mientras que para el desarrollo de la bebida láctea fermentada simbiótica utilizando el
cultivo de L. Rhamnosus el 0.81 %E.C.A.L se alcanzó en un tiempo de reacción de 14 horas. La
acción principal de los cultivos iniciadores es la acidificación del medio mediante la producción de
ácido láctico a partir de la descomposición de la lactosa por parte de las bacterias ácido lácticas, la
cual presenta doble propósito el primero es dificultar el desarrollo de microorganismos patógenos
proporcionando seguridad alimentaria, de igual forma facilita la coagulación de la leche en la
producción de una bebida láctea fermentada. A partir del crecimiento y transformación de estas
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bacterias, el pH alcanza un valor de 4.6 el cual es el punto isoeléctrico de la caseína, donde se
neutraliza la superficie de las caseínas y son incapaces de interaccionar con agua, forzando a
interaccionar entre ellas hasta la formación de una red que atrapa los principales componentes de la
leche y lo vuelve más viscoso (Rendueles, 2020).
La Resolución 2310 de 1986 en el artículo 13 expresa los requerimientos normativos para la
elaboración de una bebida láctea fermentada, donde se expresa un % de materia grasa debe ser
mínimo de 2.4% de sólidos lácteos no grasos mínimo de 0.5% de acidez como ácido láctico en valores
de 0.7 a 1.5, y prueba fosfatasa negativa. Por lo anterior, la figura 4 demuestra que la bebida láctea
fermentada con la implementación de un cultivo mixto comercial y cultivo de L. Rhamnosus se
encuentran con valores de %E.C.A.L dentro de los exigidos por la normatividad.
Las bacterias ácido lácticas (BAL) producen una serie de metabolitos importantes como el ácido
láctico y un péptido de cadena corta con propiedades antibióticas denominado como bacteriocina,
estas generalmente son grampositivas con morfología de cocos y/o bacilos, son catalasa negativa y
generan su propio ATP a partir de la fermentación láctica de los glúcidos. De acuerdo a su
metabolismo se clasifican en homofermentativas que producen exclusivamente ácido láctico y
heterofermentativas que además pueden producir etanol, CO2 y acetato. Los cultivos utilizados para la
elaboración de la bebida láctea fermentada fueron bacterias ácido lácticas homofermentativas, las
cuales se caracterizan por la carencia de la enzima fosfocetolasa y por la presencia de hexosa
isomerasa y aldosa, el producto fermentativo que sintetizan estas bacterias es el ácido láctico sin la
liberación de CO2. Generando una conversión de 2 moles a ácido láctico por cada mol de glucosa, la
cual se realiza por la vía metabólica de la glucólisis anaerobia, obteniendo un rendimiento del ácido
mayor al 85% a partir de este azúcar (Parra, 2010 como lo citó Baque y Romero, 2021).
Por lo anteriormente expuesto, se establece que el cultivo mixto comercial presenta una fermentación
más rápida que el cultivo L. rhamnosus, debido a que el primero de ellos se encuentra compuesto de
S. thermophilus, L. delbrueckii ssp. bulgaricus, L. acidophilus y B. animalis ssp lactis; las cuales son
bacterias ácido lácticas termófilas que presentan menor tiempo de incubación, además que al ser
diversas cepas ayuda a que la fermentación se presente de manera más rápida, presentando un efecto
simbiótico entre los cultivos.
El tiempo de fermentación obtenido en el cultivo de L. rhamnosus es inferior al reportado por Amaya
y Tellez (2020), quienes realizaron una bebida láctea fermentada con la implementación de la cepa
probiótica L. acidophilus, los cuales obtuvieron un contenido mínimo de % de acidez luego de las 17
horas de fermentación con el valor de 0.7 %E.C.A.L y un máximo al transcurso de 26 horas con el
resultado de 1.20 %E.C.A.L. Spreer (1991) en el libro de Lactología Industrial de la ed. Acribia,
reporta que al implementar combinación de cultivos se estimula una interacción entre los mismos
generando una reducción en los tiempos de fermentación en comparación con las bebidas fermentadas
mediante una sola cepa de bacteria.
Por otro lado, el tiempo de fermentación de la bebida láctea con la implementación del cultivo mixto
comercial se puede comparar con el estudio de Rivera, Giraldo y Agudelo (2016) quienes obtuvieron
la fermentación en 5 horas de incubación al utilizar cepas termófilas de Lactobacillus,
Bifidobacterium y Streptococcus, las cuales fueron empleadas para una relación tipo sinergista
agotando el contenido de aminoácidos y proteínas presentes en la leche mediante la acción de las
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proteasas de los Lactobacillus, las cuales se liberan a partir de las proteínas de la leche en pequeños
péptidos que son metabolizados hasta aminoácidos permitiendo de esta forma el crecimiento, además
de concluir que la adición de una mezcla de cepas puede estar relacionada con el aumento de
viscosidad del yogurt y disminución de la sinéresis. Al comparar el estudio anteriormente mencionado
con lo obtenido en la experimentación, se puede presentar una mínima variación del tiempo de
fermentación debido a que el yogurt desarrollado alcanzó el % de acidez E.C.A.L establecido en la
normativa en un tiempo de 14 horas. Concluyendo que, el resultado de la investigación cumplió con el
primer objetivo que consistió en comparar el proceso fermentativo de un cultivo mixto comercial y un
cultivo de L. rhamnosus para la elaboración de una bebida láctea fermentada, presentando el primero
de ellos el menor tiempo de reacción.
6.2.3

Seguimiento del consumo de sustrato

Se realizó por medio de la creación de la curva patrón expresada en la figura 5, a partir de esta se
determinó la ecuación de la recta y=0,3121x-0,0091; la cual fue utilizada para la determinación de la
concentración de azúcares reductores durante el proceso fermentativo.

a.

b.

Figura 5. Curva de seguimiento de sustrato a. Cultivo mixto comercial b. Cultivo L. rhamnosus Fuente: Elaboración propia

En la presente investigación se pudo evidenciar que la fermentación láctica trae consigo como
resultado la comparación del crecimiento microbiano con el consumo de sustrato, mostrando que
según se daba el crecimiento microbiano, la concentración de sustrato en el medio de cultivo
disminuye progresivamente como se evidencia en la figura 10 (ver anexo 10.6). Donde se expresa el
consumo de sustrato como el agotamiento sucesivo de la fuente de carbono durante el transcurso de la
fermentación en la implementación de los dos cultivos iniciadores para la bebida láctea fermentada.
Con la finalidad de verificar si las diferencias en el consumo se sustrato son significativas, se realizó
una prueba ANOVA de 1 factor y con un grado de significancia del 0.05, estableciendo las siguientes
hipótesis:
H₀: El comportamiento del consumo de sustrato es igual en los dos cultivos fermentativos
H₁: El comportamiento del consumo de sustrato es diferente en los dos cultivos fermentativos
A partir de los resultados presentados en la tabla 17 (ver anexo 10.7) se acepta la hipótesis alterna, ya
que se evidencia que el comportamiento del consumo del sustrato en los procesos fermentativos
presentan diferencias significativas.
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Según los datos experimentales obtenidos se observa una disminución de los azúcares totales durante
el tiempo de fermentación, para lo cual la figura 6a perteneciente de la bebida láctea fermentada con
la elaboración de un cultivo mixto comercial al transcurso de 7.5 horas de fermentación los
microorganismos consumieron un total de 1,39 g/L que corresponden al 62,33% de azúcares totales.
Mientras que la figura 6b de la bebida láctea fermentada con la elaboración del cultivo L. rhamnosus
el consumo total de azúcar durante las 14 horas de fermentación fue de 5,25 g/L lo cual corresponde
al 84,81%. El consumo de la mayor parte del sustrato se debe a que este se encuentra dirigido al
crecimiento celular consecuentemente con la producción de ácido láctico. Sin embargo, los
microorganismos implementados para el proceso de fermentación utilizan la fuente de carbono para la
síntesis de productos durante la fase estacionaria y de crecimiento los cuales contribuyen a la
viscosidad, textura y propiedades reológicas deseables de la elaboración de yogurt (Agudelo, Ortega y
Hoyos, 2010).
En el estudio realizado por Diego Suarez (2007) en el cual implementó el uso de L. casei para la
simulación de la producción de ácido láctico, logró metabolizar un contenido de sustrato de 2,71 g/g
correspondientes al 42,63% para la producción de mayores cantidades de ácido láctico. Fuenmayor y
colaboradores (2011) en su estudio concluyó que al implementar L. acidophilus demostró obtener una
mayor consumo del sustrato que de L. paracasei y las mezclas comerciales de YOMIX® (S.
thermophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. acidophilus y Bifidobacterium lactis) y
CHOOZIT® (S. thermophilus, L. delbrueckii subsp. lactis y L. delbrueckii subsp. bulgaricus); donde
en el primero en un tiempo de fermentación de 12 horas se obtuvo un contenido de 19 g/g y en las
mezclas comerciales de 0,16 g/g. Estos resultados responden al comportamiento de la acidez con el
consumo de los azúcares, debido a que a mayor velocidad de consumo se observa posterior
estabilización, la disminución de los azúcares se debe a la reacción no enzimática de las proteínas del
tipo Maillard, ya que presenta condiciones favorables como: alta concentración de aminoácidos, alta
concentración de azúcares reductores, baja concentración de agua y temperatura media (Fuenmayor et
ál., 2011).
Concluyendo de esta forma, que la elaboración de la bebida láctea fermentada con el uso del cultivo
mixto comercial (LYOFAST YAB 452 BB ®) presenta menor consumo de sustrato a pesar de que la
mayoría de estos cultivos han sido diseñados para su uso en matrices lácteas, se ha demostrado que
pueden ser efectivos para la fermentación de sustratos más complejos de origen vegetal como bebida
de soya (Benavides y Quicazán, 2009 como lo citó Fuenmayor y colaboradores, 2011).
6.2.4

Determinación del coeficiente de rendimiento

El coeficiente de rendimiento de las bebidas lácteas fue calculado bajo la consideración de que el
cálculo de este, contribuye en caracterizar los procesos fermentativos y así especificar la relación de
las células producidas a los sustratos individuales convertidos durante el proceso fermentativo
(Crueger y Crueger, 1993).
Para el proceso fermentativo del cultivo Mixto comercial se obtuvo un rendimiento correspondiente a
0,66 g de células/g de sustrato consumido, mientras que para el cultivo Lactobacillus rhamnosus el
rendimiento obtenido fue de 0,098 g de células/ g de sustrato consumido al final del proceso
fermentativo (7,5 horas y 14 horas respectivamente) para las dos BLF, bajo la importancia de
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comparar ambos cultivos en el mismo tiempo de fermentación se determinó de igual manera el
coeficiente de rendimiento de Lactobacillus rhamnosus a las hora 7,5 correspondió a 0,066 g de
células/g de sustrato consumido.
Teniendo en cuenta que los rendimientos dependen de diversos factores como lo son las condiciones
de fermentación, la calidad del sustrato y los microorganismos utilizados para el proceso, dado esto
por medio del comportamiento de la producción de biomasa, del aumento del ácido láctico y del
consumo de sustrato se logró determinar que en los procesos fermentativos los metabolismos
energéticos para la formación del producto entre los dos cultivos utilizados son diferentes.
El proceso fermentativo del cultivo mixto comprende un desarrollo de tipo II, esto quiere decir que el
producto también deriva del sustrato utilizado para el metabolismo primario, pero la producción tiene
lugar en una vía secundaria separa del metabolismos primario, este tipo de fermentación se caracteriza
en que primero se da un buen crecimiento acompañado de un buen consumo de sustrato y poca o
ninguna producción de producto, para que luego el crecimiento celular, la formación de producto y
consumo de sustrato avancen simultáneamente (Crueger y Crueger, 1993). El proceso fermentativo
observado en el cultivo L. rhamnosus por otro lado corresponde a un desarrollo tipo I, que
corresponde a que le producto deriva directamente del metabolismo primario donde el crecimiento, el
metabolismo del carbohidrato y la formación del producto se llevan casi en paralelo (Crueger y
Crueger, 1993), estas consideraciones no solo afectan el rendimiento del proceso, sino que también se
ve directamente relacionado a la economía y productividad.
A lo largo de la experimentación en la elaboración de una bebida láctea fermentada las condiciones de
procesamiento fueron controladas durante la fermentación, el valor óptimo de pH permite el
desarrollo de las cepas. Pauletti y colaboradores (2009) realizó un estudio de la fabricación de yogur
con bacterias inmovilizadas de S. salivarius thermopylus y L. delbruecki bulgaricus mediante 7
experimentos, obteniendo un rendimiento del 0,16 y 0,43 g/g; quienes compararon sus resultados con
diversos autores en rendimientos de 0,9 g/g para S. cremoris, 0,91 g/g para L. delbrueccki, 0,93 g/g
para L. lactis y 0,84 g/g para L. rhamnosus.
Las diferencias entre los rendimientos pueden derivar de que la bebida láctea fermentada proveniente
de la inoculación del cultivo mixto comprende un metabolismo diferente al contener diversas cepas
dentro de su composición como lo son Streptococcus y Lactobacillus; los cocos crecen con mayor
rapidez que los bacilos y además son responsables de la producción de ácido, mientras que el bacilo
aumenta el sabor y el aroma característicos. Durante la incubación ambas especies crecen en
asociación, esto quiere decir que numerosos aminoácidos son liberados de la caseína por proteasas del
Lactobacillus y estimulan a su vez el crecimiento del Streptococcus, que a su vez, produce dióxido de
carbono y ácido fórmico que estimulan al Lactobacillus; el metabolismo que se da en la primera parte
del proceso el Streptococcus crece más rápido y remueve el exceso de oxígeno, luego su crecimiento
se reduce por la producción de ácido láctico, por lo tanto, el crecimiento de ambos microorganismos
en asociación da como resultado la producción de ácido láctico y acetaldehído a una velocidad mayor
y en mayor cantidad que la correspondiente a cada uno de ellos cuando crecen por separado (Ruales,
2012). El trabajo realizado por Amaya y Tellez (2020) ejemplifica que al utilizar una cepa de
Lactobacillus los tiempos de fermentación rondan entre las 18 y 36 horas, en la investigación
realizada se cumplio con el parametro de acidez al cabo de las 17 horas utilizando L. Acidophilus, en
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un bebida simbiótica que contenía 33,3% de solución enzimática, 13,4% de leche entera en polvo y
53,3% de agua y cuya temperatura se controló a 40°C.
De acuerdo a los valores obtenidos en el presente estudio, se puede concluir que por el tiempo de
disminución del pH que ocurre durante la etapa de fermentación, puede existir cierta inhibición
celular que afectó el crecimiento celular. Las diferencias en el tipo de fermentación se pueden ver en
la formación de producto y en el aumento de biomasa; mientras el cultivo mixto aumenta su acidez de
forma rápida hasta el 0.936% E.C.A.L, la fermentación con una cepa de L. rhamnosus mostró un
comportamiento más lento para obtener una acidez de 0.745% E.C.A.L; estos tipos de metabolismo
pueden dejar ver como actúan cada uno de los inóculos ante condiciones controladas o no de pH que
afectan directamente la colonización o crecimiento de densidad bacteriana (Jurado y Guzman. 2015),
cuando las condiciones son óptimas la resistencia celular hacia mayores rendimientos se ve
disminuida y es posible obtener productos con mayor estabilidad probiótica (Tuomola et ál. 2001).
6.2.5

Determinación de la velocidad de crecimiento bacteriano

La velocidad de crecimiento de las bebidas lácteas fermentadas se calcularon a partir de un modelo
gráfico como lo presenta la figura 6. Las gráficas de logaritmo natural de recuento de
microorganismos contra el tiempo producen una línea recta, de la cual se determina la obtiene de la
curva que va a dar como resultado la tasa de crecimiento específica (µmax ) para cada tipo de cultivo
microbiano.

a.

b.

Figura 6. Velocidad de crecimiento bacteriano. a. Cultivo L. rhamnosus b. Cultivo mixto comercial Fuente: Elaboración propia

Las velocidades de crecimiento son valores de considerable importancia industrial, estos valores
involucran diferentes características de los procesos fermentativos (tipos de microorganismos,
condiciones ambientales, metabolitos presentes o desarrollados) que dan información relevante para
producciones a gran escala (Crueger y Crueger, 1993).
Walia y colaboradores (2013) expresan que la interacción entre el cultivo mixto durante la producción
de yogurt se lleva a cabo de manera simultánea, por lo cual al mantener diferentes tipos de cepas
bacterianas que crecen en asociación, los tiempos de coagulación de la leche son más rápidos que si se
produjeran de forma separada; de igual forma, los autores obtuvieron como resultado una velocidad
máxima específica de crecimiento para S. thermophilus de 0.0092 h-1 y L. bulgaricus de 0.0085 h-1
concluyendo de esta forma que la velocidad máxima de crecimiento resulta ser mayor para las cepas
de estreptococos en comparación con el lactobacilo y que por la utilización de este tipos de células

41

Abhay Sharmam et ál (2021) desarrollaron la cinética de crecimiento, plantaricina y producción de
ácido láctico a partir de la bacteria probiótica de L. plantarum CRA52 con la implementación de
permeado de suero, hidrolizado de proteína de suero y azúcar de palma; concluyen que el crecimiento
de biomasa, el uso del sustrato y la formación del producto dependen de la concentración del
permeado de suero, de igual manera, la síntesis de la bacteriocina dependen principalmente de la
disponibilidad de sustrato y presencia de un pH más bajo del medio, los cuales se logran en altas
concentraciones de sustrato. Por lo cual, los autores mediante diversos ensayos establecen que al
incrementar la concentración de fuente de carbono aumenta la velocidad máxima de crecimiento
obteniendo un valor de 0,17 h-1.
Durante la elaboración de la bebida láctea fermentada en dicho estudio, los cultivos implementados
muestran una línea relativamente recta, lo cual establece el correcto crecimiento bacteriano durante la
fase exponencial de la fermentación. De tal forma, que la velocidad de crecimiento en la bebida
láctea elaborada con el cultivo de L. rhamnosus fue de 0,0722 h-1 mientras que para el cultivo mixto es
de 0,1597 h-1 estos valores se deben que al implementar un cultivo que presenta la combinación de S.
thermophilus y L. bulgaricus se genera una relación simbiótica lo cual estimula el crecimiento del
estreptococo por la liberación de aminoácidos y los lactobacilos son estimulados por la producción de
dióxido de carbono, ácido láctico y el ácido fórmico producido por S. thermophilus (Ruales, 2012) y
por ende presenta menor consumo de sustrato y mayor rendimiento de la bebida láctea fermentada
simbiótica.

6.3

Caracterización y seguimiento de la bebida láctea fermentada simbiótica

La caracterización comprendió una serie de análisis realizados a las bebidas M1, M2, R1y R2 (ver
lista de abreviaturas), con la finalidad de determinar la calidad de las mismas en un espectro físico,
físico-químico, microbiológico y sensorial.
6.3.1.

Caracterización física

La caracterización física se basó en los resultados obtenidos de la determinación de viscosidad por
medio del viscosímetro rotacional, cuyos resultados se encuentran expresados en la tabla 6, con el fin
de determinar si existen diferencias significativas entre las viscosidades de las muestras se aplica un
análisis de varianza de 1 factor y un nivel de significancia de 0,05; estableciendo las siguientes
hipótesis:
H₀: Las muestras de M1, M2, R1 y R2 son iguales.
H₁:Al menos una de las muestras es diferente.
Tabla 6 Viscosidad de las muestras obtenidas por viscosímetro rotacional

Viscosidad (mPa/s)
Muestra M1

Viscosidad (mPa/s)
Muestra M2

Viscosidad (mPa/s)
Muestra R1

Viscosidad (mPa/s)
Muestra R2

1,777

1,467

1,773

1,482

1,775

1,469

1,778

1,475
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A partir de los resultados presentados en la tabla 19 (ver anexo 10.9) se logra determinar que al menos
1 de las muestras es diferente, con la finalidad de determinar cuál de las muestras presentan
diferencias significativas se aplica el método de Tukey; este análisis determinó que entre las muestras
M1 y R1 no hay diferencias significativas por ende se acepta la hipótesis alterna.
La viscosidad en un yogurt es un parámetro reológico que puede ser afectado por el metabolismo de
las bacterias utilizadas en la fermentación, esto en relación con los cambios nutricionales del producto
lácteo y se originan metabolitos tales como acetaldehído, diacetilos, ácido láctico y otros compuestos
orgánicos que contribuyen enormemente con las características sensoriales del yogurt (Gonzalez et ál,
2014). La lactosa es la fuente de energía para los microorganismos iniciadores del yogurt, sin
embargo, las proteínas desempeñan un importante papel en la formación del gel y por tanto la
consistencia y viscosidad del producto es directamente proporcional a la concentración de proteína
presente, lo cual dependen en gran medida de la proporción de caseínas y proteínas hidrosolubles
(Díaz, 2005).
En el estudio realizado por Reyes y Colaboradores (2015) evalúan el comportamiento reológico del
yogurt bajo la acción de la incorporación de ácidos grasos microencapsulados comparan productos
con y sin adiciones, donde los valores de viscosidad a temperatura de 10°C para yogures patrón fue de
1,97 mPas/s y para los yogures enriquecidos se mostraba el aumento del esfuerzo cortante hasta
valores de 7,83 mPas/s; esta información comprende que la viscosidad depende directamente de los
componentes integrados en la fermentación o después de ella que puedan afectar el comportamiento y
estabilidad del gel del producto; Cayot y Colaboradores (2008) afirman que la textura variante de los
yogures se logra por pequeños cambios en los parámetros de producción, en los que se incluyen la
temperatura, la fuerza de batido, la composición de la matriz; la adición de ingredientes con alta
capacidad de retención de agua tenderán dar firmeza al gel, hay ingredientes que no alteren el gel y
también algunos que lo debiliten.
El presente estudio se elaboró la bebida láctea fermentada en base de lactosuero en polvo y leche en
polvo descremada, que presenta un efecto positivo en torno a la textura, debido a que la fermentación
del lactosuero por bacterias ácido lácticas disminuye el alto contenido de lactosa y produce
principalmente ácido láctico y metabolitos que contribuyen a otorgar características organolépticas del
producto como olor, sabor y textura. Aguilar y Filio (2014) en su trabajo de grado expresan que al
fortificar la leche con el lactosuero en polvo la proteína (β-lactoglobulina) excede la concentración de
α-caseína dando como resultado complejos de proteína de β-lactoglobulina y α-lactoalbúmina los
cuales ayudan a estabilizar el yogurt y mejorar tanto la textura como la consistencia.
Al momento de la adición del jarabe de GOS producido en paralelo a la bebida láctea fermentada se
desestabilizo el gel formado por la fase fermentativa y es por esto que se pueden observar
viscosidades de 1,77 mPas/s para los productos de concentración 4:1 y viscosidades de 1,4 mPas/s
para los productos de concentración 3:1; la desintegración parcial del gel se considera una pérdida de
la calidad y más si el producto a la hora del análisis de las propiedades no ha llegado a su estabilidad,
lo que puede contribuir a generar procesos de separación de fases durante el almacenamiento (Yang et
ál, 2021).
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6.3.2.

Caracterización físicoquímica

La caracterización y seguimiento físico químico en primera instancia se basó en el seguimiento de %
de acidez de las 4 muestras (Tabla 7) , por medio de un análisis de varianza de 2 factores y un nivel de
significancia de 0,05 se establecen como:
H₀: Las muestras de M1, M2, R1 y R2 son iguales
H₁: Al menos una de las muestras es diferente
Tabla 7. Medias del seguimiento del % de Acidez de las muestras

Tiempo
Almacenamiento
(Días)

%Acidez
Muestra
M1

%Acidez
Muestra
M2

%Acidez
Muestra
R1

%Acidez
Muestra
R2

0

0,846

0,752

0,75

0,711

10

0,873

0.75

0.781

0.76

20

0,879

0,83

0,793

0,781

30

0,882

0,858

0,822

0,801

El análisis de varianza realizado logró determinar que sí se presentaron diferencias en el % de acidez
de las muestras al pasar los días, además se determinó que al menos 1 de las muestras es diferente a
las demás, aceptando la hipótesis alterna (ver anexo 10.10).
Con la finalidad de determinar cuales son las muestras significativamente diferentes se realizó una
prueba estadística Tukey en donde se logró determinar que no hay diferencias significativas entre M1
y R1, entre M1 y M2, entre M1 y R2 y entre M2 y R2 .
En cuanto al desarrollo de la bebida láctea fermentada, el ácido láctico al final del proceso
fermentativo en el día 0 para las muestras de M1, M2, R1 y R2 fueron de 0.85%, 0.75%, 0.75% y
0.71% respectivamente, mientras que para el día 30 los valores obtenidos fueron 0.88%, 0.86%,
0.82% y 0.80% respectivamente, estos valores se encuentran dentro de los requisitos para productos
fermentados establecidos por la Resolución 2310 de 1986 la cual estipula un porcentaje de acidez
mínimo para bebidas lácteas de 0,7% y máximo de 1,5%. En general se observa la inducción de un
incremento en la acidez para todos los cultivos durante la vida de anaquel.
Adicionalmente, al tratarse de la elaboración de una bebida simbiótica, las bacterias probióticas no
deben afectar ni el sabor ni el aroma del producto por lo que debe evitarse el desarrollo de acidez
durante su vida en anaquel, debido a que, un porcentaje alto de acidez durante o después de la
incubación afecta la formación del gel provocando sinéresis del yogurt, precipitando las caseínas y
otras proteínas las cuales destruyen la formación de la red del gel y por ende afectando la viscosidad
del producto (Aguilar y Filio, 2014).
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En el estudio realizado por Madhu y colaboradores (2012) analizaron los cambios en el pH y el % de
ácido láctico en muestras de yogurt simbiótico con L. plantarum y L. fermentum, ambas muestras
mostraron una disminución significativa del pH y en consecuencia aumento de l % de acidez a los 14
días de almacenamiento en comparación con yogures probióticos, los autores señalan que estas
características pueden contribuir a una mayor digestibilidad de las proteínas debido a la coagulación
más fina de la caseína y mayor contenido de aminoácidos libres como la prolina y la glicina.
Marulanda (2012) en la elaboración de una bebida tipo yogurt a base de lactosuero dulce fermentado
obtuvo como resultado que a mayor concentración del uso de lactosuero dulce se obtiene mayor ácido
láctico el cual obtuvo desde 0.65% a 0.74% en el día 0 y 0.86% a 1.05% durante 15 días de
almacenamiento. Lo cual concuerda con los resultados obtenidos en los cuales se evidencia que
durante el almacenamiento la acidez va en aumento, esto se debe a la producción de ácido láctico por
parte de las bacterias lácticas presentes en la bebida tipo yogurt, el cual presenta un papel importante
debido a que el contenido de ácido láctico ayuda a inhibir el crecimiento de bacterias patógenas
durante la vida de anaquel.
Con respecto a la cantidad de proteína presente en las bebidas a lo largo del tiempo de
almacenamiento los resultados se presentan en la tabla 8. Por medio de un análisis de varianza de 2
factores y un nivel de significancia de 0,05 se establecen como:
H₀: Las muestras de M1, M2, R1 y R2 son iguales
H₁: Al menos una de las muestras es diferente
Tabla 8. Medias del seguimiento de proteína de las muestras

Tiempo
Almacenamiento
(Días)

%Proteína
Muestra M1

%Proteína
Muestra M2

%Proteína
Muestra R1

%Proteína
Muestra R2

0

2,29

2,87

2,78

2,57

10

2,10

2,35

2,69

2,55

20

2,09

2,37

2,75

2,53

30

2,09

2,35

2,71

2,53

%Proteína
Patrón
(caseína)

5

A partir de los resultados obtenidos (Tabla 8) se evidencia que no hay diferencias significativas en el
% de proteínas con respecto a los días de almacenamiento de la bebida; sin embargo por lo menos 1
de las muestras posee diferencias significativas con respecto a las demás, como se presenta en el
anexo 10.11 se acepta la hipótesis alterna; para esto se realizó un análisis Tukey, mediante este se
determinó que entre las muestras M1 y M2, entre M1 y R1, entre M2 y R1 y entre M1 y R2 hay
diferencias significativas.
Las proteínas son un factor clave para la formación del gel que se obtiene en los productos tipo
yogurt, ya que las características de consistencia y viscosidad dependen directamente de la
concentración de proteínas presentes. Esta formación de gel se debe a la desestabilización de las
caseínas por la fermentación ácido láctica del producto (Díaz, 2005).
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Durante el periodo de incubación los cultivos de bacterias ácido lácticas se reproducen dando lugar a
la fermentación láctica, en la cual las bacterias desarrollan acidez mediante la fermentación de la
lactosa en ácido láctico; como consecuencia de esta acidificación las proteínas de la bebida láctea se
coagulan y precipitan, siendo capaces de separar los aminoácidos, lo cual mejora la digestibilidad de
la bebida láctea fermentada (Reyes, 2008). De igual manera, Mori (2017) expresa que la degradación
proteica durante etapas de almacenamiento puede deberse a la actividad enzimática como la
proteolisis causadas por las proteasas que genera una hidrólisis de enlaces peptídicos causando
fragmentos cortos de las cadenas de proteínas, además, la etapa de fermentación provoca una
hidrólisis parcial de la fracción proteica, donde los lactobacilos hidrolizan las proteínas de la leche
como la b-caseína y los estreptococos junto a los lactobacilos utilizan los péptidos resultantes de la
hidrólisis para el crecimiento microbiano (Harpes y Hall 1981, como lo citó Mori 2017).
En la NTC 805/2005 y Resolución 2310 de 1986 no se establecen límites máximos o mínimos para el
% (m/m) proteína para una bebida hecha a base de leche fermentada. Por tanto, Aguilar y Filio (2014)
estableció que la proteína del concentrado de lactosuero en la elaboración de un yogurt batido
parcialmente deslactosado y bajo en calorías presenta una concentración de 2.54%, cuando resultados
de trabajos similares reportan un contenido de 1.3% para yogurt comercial. Por otro lado, Marulanda
(2012) en los resultados de las pruebas fisicoquímicas de la bebida fermentada a base de lactosuero
dulce obtuvo como resultado del 7.19% al 10.02% de proteína en los tres experimentos realizados.
Como fue mencionado anteriormente, el contenido de proteínas en la bebida láctea fermentada
simbiótica presenta un efecto positivo sobre las propiedades texturales, parámetros reológicos y
características sensoriales de la bebida láctea fermentada. Estos resultados se deben a que la adición
de lactosuero en la elaboración de la bebida láctea fermentada, generan aumento en los enlaces
disulfuro de las proteínas con la caseína, lo cual ocasiona un agrandamiento de la micela de caseína y
por ende la reducción de los enlaces de caseína que forman el gel del yogurt. Por lo cual, que durante
los 30 días de almacenamiento en el desarrollo de la bebida láctea fermentada simbiótica en
concentraciones de M1, M2, R1 y R2 presentaron una reducción del contenido de proteína del 8.73%,
18.11%, 2,51% y 1.55% respectivamente; donde se observa que la bebida láctea fermentada con la
elaboración de un cultivo mixto comercial presenta mayor consumo de proteínas y por ende puede
afectar la viscosidad del producto final, caso contrario que se observó en la elaboración de la bebida
láctea fermentada con el cultivo de L. rhamnosus, el cual mantuvo un porcentaje de proteínas más
estable y donde no se observó un cambio aparente en su viscosidad.
Para la cantidad de material inorgánico presente en las bebidas a lo largo del tiempo de
almacenamiento los valores obtenidos se expresan en la tabla 9. Por medio de un análisis de varianza
de 2 factores y un nivel de significancia de 0,05 se establecen como:
H₀: Las muestras de M1, M2, R1 y R2 son iguales
H₁: Al menos una de las muestras es diferente
Tabla 9. Medias del seguimiento de % cenizas de las muestras

Tiempo
Almacenamiento
(Días)

%Cenizas
Muestra
M1

%Cenizas
Muestra
M2

%Cenizas
Muestra
R1

%Cenizas
Muestra
R2

0

0,5

0,75

0,5

0,5
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10

0,75

0,75

0,5

0,75

20

0,75

0,75

0,75

0,75

30

0,75

0,77

0,75

0,8

A partir de los resultados obtenidos en la tabla 22 (ver anexo 10.12) se evidencia que hay diferencias
significativas en el % de cenizas con respecto a los días de almacenamiento de la bebida pero no con
respecto a las concentraciones de solución de galactooligosacáridos ni inóculo fermentativo, de tal
forma que se acepta la hipótesis nula.
Estos resultados son debidos a que los compuestos obtenidos mediante la determinación de cenizas
sufren una reacción de oxidación, lo cual genera un cambio de su forma química natural, demostrando
una reacción alcalina de las cenizas y en la reacción ácida del producto lácteo; donde los minerales
que se encuentran en la leche corresponden entre el 0.6 al 0.8% del peso de la leche (Narvaez, 2015).
En este trabajo se obtuvo un valor de 0.5% al 0.75% de cenizas en el día inicial y de 0.75% al 0.8% de
cenizas para el día 30 de anaquel, estos resultados corresponden a los minerales propios del yogurt. La
desviación y aumento de este porcentaje puede ser asociado con el proceso de fermentación y
crecimiento de bacterias ácido lácticas, las cuales posiblemente terminaron de desarrollarse durante el
tiempo de almacenamiento, otorgando mayores características fisicoquímicas al producto terminado
desde el día 10 de análisis. Carlos León y Nixon Proaño (2015) establece que la parte lipídica del
producto fermentado sigue siendo casi idéntica a la de la leche original, mientras que las proteínas se
hidrolizan para ser más digeribles, de igual manera las proteínas del lactosuero (lactoalbúmina y
lactoglobulina) permanecen de manera constante con la lactosa y ácido láctico, los cuales permiten
que los oligoelementos como calcio y fósforo se encuentren en abundancia en el yogurt, de manera tal
que los microorganismos que fermentan la leche en yogurt además de hacerla mas digestiva, aumenta
la cantidad de algunos mineral, siendo que por cada 100 g de yogurt se obtenga 180 mg de Calcio, 17
mg de Magnesio, 240 mg de Potasio y 7140 mg de Fósforo (Lozano, 1993 como lo citó León y
Proaño 2015).
Claudia Reyes (2008) expresa que dentro de la composición del yogur se establece un porcentaje de
cenizas del 0.82% (Revista Autosuficiente, 2007 como fue citado en Claudia Reyes, 2008). Este
porcentaje de cenizas concuerda con el obtenido por el Instituto de nutrición y tecnología de
alimentos, donde Maquez (2014) cita un contenido del 0.8% de cenizas en leche y productos lácteos
específicamente yogurt. Narvaez (2015) obtuvo un contenido de cenizas de 0.7% en la elaboración de
un yogurt con edulcorante natural. Betancourt y colaboradores (2020) en diferentes tratamientos para
determinar el efecto del zapallo y la zanahoria en las características nutricionales del yogurt natural,
obtienen un porcentaje de cenizas entre 0,49 al 0,56%. En la elaboración de un yogurt con probiótico
Bifidobacterium spp formulado con jalea de uvilla y harina de quínua, Estrella y colaboradores (2021)
obtuvieron un contenido de ceniza de 0,79%. En Colombia la normativa y resolución que rigen este
tipo de bebidas no establecen valores mínimos ni máximos para el contenido de cenizas; por tanto, al
comparar los resultados obtenidos con los consultados en referencias bibliográficas se establece que el
producto se encuentra dentro de los límites de productos similares en casi toda la etapa de
almacenamiento.
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Con la finalidad de ver el comportamiento de azúcares reductores del en la BLF se realizó el análisis
HPLC de las muestras, de estas se lograron establecer las concentraciones %p/p de GOS 4, GOS 4,
glucosa, galactosa y lactosa; en la figura 7 se logra ver el comportamiento de los componentes
mencionados anteriormente en el almacenamiento.

a

b.

c

e

d

f

Figura 7. Seguimiento del comportamiento de los azúcares a) GOS 4, b) GOS 3, c) Lactosa, d) Glucosa, e) Galactosa y f) GOS totales en el
almacenamiento de las BLF´s Fuente: Elaboración propia

Por medio de un análisis de varianza de 2 factores y un nivel de significancia de 0,05 se establecen las
siguientes hipótesis, las cuales son aplicables a cada uno de los azúcares.
H₀: Las muestras de M1, M2, R1 y R2 son iguales
H₁: Al menos una de las muestras es diferente
A partir de los resultados obtenidos en la tablas 23, 24, 25, 26, 27 y 28 (ver anexo 10.13) se logró
determinar que no hay diferencias significativas al pasar de los días para ninguno de los azúcares
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analizados, sin embargo si hay diferencias significativas entre muestras de BLF´s, aceptando así la
hipótesis alterna; para esto se realizó un análisis Tukey, para GOS 4, GOS 3, glucosa y GOS totales
más muestra diferentes corresponden a M1 y M2, M2 y R1 y M2 y R2, para galactosa las muestras
diferentes corresponden a M1 y M2, M1 y R1,M1 y R2, M2 y R1 y M2 y R2; para lactosa las
muestras diferentes corresponden a M1 y M2, M2 y R1, M2 y R2 y R1 y R2.
La concentración inicial de lactosa en una BLF del cultivo de L. rhamnosus en relación 4:1 es de 4,83
g/g mientras que al pasar 30 días de almacenamiento se observa una disminución hasta 4,16 g/g;
mientras que para el resto de muestras se observa un aumento en la concentración de lactosa, tal caso
como para la relación 3:1 en la BLF elaborada con L. rhamnosus donde la concentración pasa de 0,36
g/g a 0,37 g/g. De igual manera, se observa que la BLF en la implementación de un cultivo mixto
comercial en relación de 4:1 y 3:1 aumenta durante el tiempo de almacenamiento de 4,73 g/g a 4,88
g/g y de 3,47 g/g a 3,77 g/g respectivamente. El contenido de glucosa de para la BLF de L. rhamnosus
en relación 4:1 se presenta un aumento de 1,62 g/g a 1,69 g/g, mientras que la relación 3:1 genera una
disminución de 0,18 g/g a 0,17 g/g. En el caso de la BLF con un cultivo mixto comercial, las
relaciones 4:1 y 3:1 presentan un comportamiento ascendente de 1,51 g/g a 1,58 g/g y 1,68 g/g a 1,72
g/g respectivamente. Los resultados de concentración de galactosa presentan un aumento en las
muestras de M1, R1 y R2, mientras que la muestra M2 disminuye con valores de 1,64 a 1,74 g/g; 1,50
a 1,51 g/g; 1,48 g/g a 1,57 g/g y 0,16 a 0,15 g/g respectivamente.
De lo anteriormente mencionado, se puede decir que después de alcanzar el máximo, el rendimiento
de GOS se mantiene de forma inestable, mientras que en el punto donde la lactosa se agota por la
catálisis, los rendimientos de los GOS disminuyen a medida que se convirtieron en galactosa y
glucosa durante su proceso, por lo cual las gráficas tienden aumentar. Amaya y Tellez (2019) expresan
que inicialmente el microorganismo empieza a metabolizar la glucosa para usarla como fuente de
energía pero en el momento en el que se acaba el contenido de glucosa disponible, empieza a liberar
su enzima β-galactosidasa lo cual le permite metabolizar la lactosa, dando como resultado un aumento
en el contenido de glucosa y galactosa en el medio; por lo cual este tipo de comportamiento no es
posible visualizarlo en el presente trabajo, debido a que los resultados no presentan un
comportamiento lineal o constante, sino que se observan aumentos y disminuciones de las
concentraciones durante los días de almacenamiento.
En el estudio realizado por Venica y colaboradores (2015) analizaron el contenido de lactosa y GOS
en yogures simbióticos y no simbióticos, en el cual establecieron que después de 21 de
almacenamiento en refrigeración la lactosa disminuye ligeramente más en los yogures simbióticos que
en los no simbióticos, ya que la lactosa residual en los primeros corresponde a los rangos entre 1,26 y
1,52 g/100 g frente a valores de residualidad del compuesto en rangos de 4,08 y 5,55 g/100 g; estos
comportamientos se relacionan para las bebidas simbióticas al aumento del contenido de GOS cuyos
valores son directamente proporcionales a la cantidad de lactosa presente en el medio; durante el
almacenamiento refrigerado de 21 días no se presentaron cambios significativo en el contenido de este
componente, este estabilidad se le atribuye a que la enzima fue inactivada por los cambios de pH.
En comparación con los datos obtenidos por Amaya y Tellez (2020) cuya porción de GOS obtenidos
en una bebida láctea fermentada simbiótica fue de 2,9 g para una porción de 200 g de bebida, que
corresponde al 58% del valor diario recomendado para ser considerado probiótico según lo
mencionado Davis et al. (2010) (citado en Singla & Chakkaravarthi 2017), al relacionarlo con el
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presente estudio las bebidas provenientes de la fermentación del cultivo mixto obtuvieron valores de
1,41g y 0,15g (28% y 3,2% del valor diario recomendado para ser considerado probiótico) para M1 y
M2 en el dia 0 de almacenamiento, por otro lado el día 30 de almacenamiento los GOS corresponden
a 1,66g y 0,16g M1 y M2 respectivamente (33% y 3,2% del valor diario recomendado para ser
considerado probiótico); con respecto a las bebidas R1 Y R2 se obtuvieron resultados de 2,11g y 2,5
g (42% y 50% del valor diario recomendado para ser considerado probiótico) respectivamente para el
dia 0 de almacenamiento y para el día 30 de almacenamiento los valores corresponden a 1,63 y 1,68
respectivamente (33% y 34% del valor diario recomendado para ser considerado probiótico).
6.3.3.

Evaluación microbiológica

El análisis microbiológico se basó en 2 principios, el primero de ellos se refiere a evaluar la calidad
microbiológica según los parámetros establecidos por la NTC 805/2005.
Las bebidas lácteas evaluadas en el día 0 y 30 para el recuento de mohos y levaduras, obtuvieron los
resultados expresados en la tabla 10, por lo cual las muestras en el día 0 se encontraban dentro de los
parámetros normativos para una bebida láctea fermentada de una calidad aceptable, mientras que los
resultados en el día 30 la bebida ya se encuentra sobre los parámetros máximos de calidad para este
tipo de productos que corresponde a un nivel máximo de 500 UFC/g. El producto al día 30 de
almacenamiento presenta características evidentes del deterioro de la calidad sensorial, se evidenció
primeramente los envases hinchados, esto acompañado de olores y sabores inusuales y desagradables,
de manera que ya no cumple con las cualidades necesarias para ser comercializado y/o consumido.
Tabla 10. Resultados conteos microbiológicos bebidas MI, M2, R1 y R2 para mohos y levaduras

M1

M2

R1

R2

Dia 0

300 UFC/g

400 UFC/g

200 UFC/g

100 UFC/g

Dia 30

600 UFC/g

600 UFC/g

500 UFC/g

500 UFC/g

Las bebidas lácteas fermentadas usualmente no son afectadas por mohos y levaduras, aunque un
número significativo de microorganismos de este tipo pueden sobrevivir o incluso crecer gracias a su
habilidad para metabolizar diferentes compuestos presentes en esos alimentos. Más aún, ciertas
especies son xerofílicas, ácido-tolerantes o psicrotolerantes pueden, en cierta medida, sostener el
crecimiento (Capra et ál., 2021).
Las implicaciones de este tipo de contaminación es el deterioro en las características sensoriales del
producto otorgando olores y sabores desagradables, estas alteraciones son causadas en gran medida
por la producción de metabolitos (etanol, compuestos orgánicos volátiles) o la acción de enzimas
lipolíticas y proteolíticas (Garnier et ál., 2017), además se podría evidenciar la acción de este tipo de
microorganismos en alteración del color, la textura y en algunos casos la sobreproducción de CO2
causando que los envases se expandan (Foschino et ál., 1993).
De los contaminantes más comunes en bebidas lácteas fermentadas o yogures son los mohos como el
Aspergillus niger cuya prevalencia es crítica para la vida útil del producto ya que es capaz de crecer
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en la interfase del espacio de cabeza si las condiciones son óptimas, la contaminación por este agente
se debe en la mayoría de sus casos por condiciones ambientales (Gougouli y Koutsoumanis, 2017).
En el estudio realizado por Capra y colaboradores (2021) se identificó que las características
sensoriales de yogures bebibles fueron alteradas por cepas de levaduras (algunas gasógenas) (10²-10⁶
UFC/ml), y mohos gasógenos pertenecientes al orden Mucorales (Mucor racemosus y Mucor
circinelloides) (10-10⁴ UFC/ml), estas alteraciones se hicieron evidentes por la producción de gases
dentro de los envases por medio de hinchamiento en adición a aromas y sabores desagradables; la
proliferación de estos microorganismos no alteró el pH ni la prevalencia de la microbiota láctica.
En estudios se ha intentado adicionar ciertos componentes como conservantes en productos lácteos de
este tipo, como es el caso de la investigación realizada por Makki y Alcain (2021) en donde utilizaron
como antifúngico enzimatico la lactosa oxidasa con la finalidad de prevenir el deterioro por
Penicillium en el yogurt, en este encontraron que al utilizar 0,84 g/L del bio conservante se lograba
una actividad inhibitoria contra las cepas de descomposición comunes de los productos lácteos, sin
embargo en el estudio precisan que el conteo de BAL tiende a bajar por la acción del mismo en
yogures ligeros. Debido a que la industria de los alimentos se enfoca cada vez más en obtener
conservantes naturales, Vimont y sus colaboradores propusieron evaluar la actividad antifúngica
cuantitativa de la reuterina, está resultante de la conversión de glicerol y excretada por especies
bacterianas como Lactobacillus reuteri, los autores probaron concentraciones de 1.38, 5 y 138.1 mM
en yogures contra P. chrysogenum y Mucor racemosus, obteniendo como resultado una inhibición
hasta el dia 11 de almacenamiento con la concentración de 1.38 mM , mientras que con la
concentración de 5 mM se evidencio una inhibición total hasta el día 21 de almacenamiento en
comparación al patrón en el que se detectó crecimiento en el dia 7 de almacenamiento; por otro lado
en las concentraciones de 69 mM y 138.1 mM se detectó un color amarillento después de los días 18
y 14 respectivamente.
Como otra de las acciones para evitar la pérdida de calidad de los productos está la inhibición de
levaduras que son de las causas principales del deterioro del yogurt, una de las alternativas
corresponde al uso de aceites esenciales como conservantes, Milanovic y colaboradores (2021) que
utilizaron aceites esenciales de hierba de limón y canela, el aceite esencial de limón aplicado
1,25µl/ml mostró una actividad inhibitoria completa sin afectar el contenido de BAL y sin alterar
significativamente el pH con respecto al patrón, con respecto al aceite esencial de canela aplicado en
la misma dosis mostró el efecto inhibitorio sobre levaduras, sin embargo afectó significativamente el
desarrollo de la fermentación y la estabilidad del contenido de BAL. En el estudio realizado por
Bouillon y colaboradores (2019) investigaron sobre el usos de oligosacáridos de alginato sobre
levaduras y mohos del yogurt donde se utilizaron concentraciones de 0.1, 0.5 y 2% p/v, los resultados
mostraron que no hay diferencias significativas en el perfil de pH durante y después de la
fermentación y se mostró un efecto retardante en las curvas de crecimiento de C. parapsilosis como
de M. guilliermodii inoculadas en el yogur con 2% (p/v) de oligosacáridos de alginato, una de los
aspectos notables fue el aumento de la firmeza y cohesión.
Por otro lado, el recuento de coliformes totales y fecales para las bebidas lácteas fermentadas fueron
evaluadas en los días 0 y 30, donde los resultados obtenidos son expresados en la tabla 11 y tabla 12
respectivamente.
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Tabla 11. Resultados conteos microbiológicos bebidas MI, M2, R1 y R2 para coliformes totales

M1

M2

R1

R2

Día 0

12 UFC/g

16 UFC/g

9 UFC/g

11 UFC/g

Día 30

15 UFC/g

18 UFC/g

12 UFC/g

11 UFC/g

Tabla 12. Resultados conteos microbiológicos bebidas MI,M2,R1 y R2 para coliformes fecales

M1

M2

R1

R2

Día 0

0 UFC/g

0 UFC/g

0 UFC/g

0 UFC/g

Día 30

4 UFC/g

3 UFC/g

1 UFC/g

2 UFC/g

De acuerdo a la Resolución 2310 de 1986, el yogurt debe presentar un máximo de 20 NMP/g de
coliformes totales y < 3 NMP/g para coliformes fecales. Dentro de los cuales, se obtuvo resultados de
coliformes totales de 15 y 18 UFC/g en el yogurt elaborado con el cultivo mixto comercial y de 11 a
12 UFC/g para el yogurt con el inocuo de L. rhamnosus en el dia 30 de almacenamiento, como lo
expresa la tabla 12, mientras que para el conteo de coliformes fecales en el yogurt con el uso del
cultivo mixto a los 30 días de anaquel se encuentran de 3 a 4 UFC/g presentando un incumplimiento
de acuerdo a la norma; y para el caso del yogurt de L. rhamnosus se obtienen resultados de 1 a 2
UFC/g (ver tabla 15).
Como se denota en los resultados anteriormente mencionados, los yogures elaborados a los días 0 y
30 cumplen con las especificaciones que exige la la NTC 805/2005 para coliformes totales pero no
para coliformes fecales, lo cual puede indicar un inadecuado proceso de producción, almacenamiento,
contaminación de materia prima, los cuales son causales que pueden permitir un desarrollo de
microorganismos suficientes para contaminar el producto final; sin embargo el aumento de UFC de
coliformes totales puede deberse a una conservación de los yogures a temperaturas por encima de las
establecidas para refrigeración o un almacenamiento prolongado (Neira, 2008). Por el contrario, para
los resultados de coliformes fecales el yogurt elaborado con el cultivo mixto comercial no cumple con
los requisitos establecidos por la norma, por lo cual, este no podría ser comercializado, sin embargo,
al comparar los resultados obtenidos con el cultivo de L. rhamnosus, se puede suponer que el primero
de ellos podía presentar contaminación en el cultivo antes de ser inoculado y por ende se haya
desarrollado el crecimiento microbiano, ya que la conservación y manejo adecuado de los cultivos
madres deben contener el máximo número de células viables y estar libre de contaminantes, los cuales
en un medio rico de nutrientes pueden reproducirse. De acuerdo a Zapata y colaboradores (2015)
establece que esta serie de características dependen directamente de las condiciones externas e
internas en las cuales se encuentre el yogurt, como lo es el material en el cual es envasado ya que
recipientes plásticos contribuyen a una viabilidad alta dada por una mejor permeación de oxígeno
comparada con materiales cómo el acero.
Si se compara los resultados anteriormente descritos con estudios similares, se observa que Flor Neira
(2008) obtuvo como resultados de que 70 muestras analizadas de yogurt casero el 90% de ellas fueron
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positivas para coliformes totales, 71.43% para coliformes fecales y 48.57% para E. coli, donde
concluye que un elevado porcentaje de presencia de coliformes totales puede deberse a la calidad
deficiente de la leche utilizada para la elaboración de los yogures. Fuenmayor y colaboradores (2011)
en la evaluación del efecto de tratamientos térmicos para la elaboración de yogurt encontraron de
igual manera crecimiento de coliformes totales de 3.6 a 93 UFC/g y para coliformes fecales de 3
UFC/g.
Concluyendo de esta forma que los resultados microbiológicos obtenidos en el presente trabajo
muestran que el tratamiento térmico no fue suficiente para disminuir la cantidad de coliformes y
levaduras. Esto pudo ser debido a que el proceso de calentamiento de pasteurización e inoculación de
los cultivos se genera en cantinas de acero inoxidable de 20 litros, para el desarrollo de 5 litros de
yogurt, dado esto las partes cercanas a las paredes de las superficies de los recipientes se podían
calentar de manera más rápida, mientras el centro del producto se encontraba variable, esta desviación
en la temperatura ayudó a favorecer la proliferación de microorganismos mesófilos y termófilos hasta
un punto en que se puede aumentar la carga a niveles no aceptados por la norma (Fuenmayor et al.,
2011).
La consideración de la proliferación de coliformes fecales o totales durante el almacenamiento
comprende la interacción de ciertos factores tales como un inadecuado proceso de producción,
almacenamiento, así como el uso de materia prima inadecuada (Tamime et ál, 1991); estos pudieron
haber sido las razonas por las cuales a pesar de la elevada acidez del producto se logró dar el
crecimiento de coliformes fecales y totales en las muestras.
La segunda parte de la evaluación microbiológica pretende comprobar el cumplimiento del contenido
mínimo del cultivo del microorganismo específico, mediante la cantidad de bacterias lácticas
probióticas establecidas en la NTC 805/005; esta evaluación se realizó los dias 0, 10, 20 y 30, dichos
resultados se encuentran en la tabla 13.
Tabla 13. Resultados de conteos microbiológicos de bebidas M1 ,M2, R1 y R2 para bacterias ácido lácticas.

M1

M2

R1

R2

Dia 0

5ₓ₁₀⁵

5ₓ₁₀⁵

3ₓ₁₀⁵

4ₓ₁₀⁵

Dia 10

6ₓ₁₀⁷

1ₓ₁₀⁷

4ₓ₁₀⁷

5ₓ₁₀⁷

Dia 20

5ₓ₁₀⁸

6ₓ₁₀⁸

1ₓ₁₀⁸

2ₓ₁₀⁸

Dia 30

8ₓ₁₀⁷

9ₓ₁₀⁷

3ₓ₁₀⁷

2ₓ₁₀⁷

Los resultados de las bebidas corresponde a una estabilidad del contenido probiótico a lo largo del
almacenamiento, con la finalidad de determinar si dentro de las muestras se encuentran diferencias
significativas en las características funcionales se aplica un análisis de varianza ANOVA de 2 factores
y un nivel de significancia de 0,05 se establecen como:
H₀: Las muestras de M1, M2, R1 y R2 son iguales
H₁: Al menos una de las muestras es diferente
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A partir de la tabla 18 (ver anexo 10.8) se puede establecer que si existen diferencias significativas en
el conteo de BAL a lo largo del almacenamiento y que además que no hay diferencias significativas
entre las muestras.
Las bebidas realizadas cumplen con los parámetros normativos con respecto al contenido de bacterias
ácido lácticas durante la etapa de almacenamiento planteada lo cual corresponde a la estabilidad de la
vida de anaquel de este tipo de bebidas; en el análisis reportado por Zapata y colaboradores (2015), se
evidencia que la tendencia de este tipo de bebidas es un aumento en los 15-25 primeros días de
almacenamiento controlado y después un descenso rápido en el contenido probiótico.
Con respecto a las diferencias del contenido probiótico se puede evidenciar que la que mayor cantidad
de bacterias ácido lácticas corresponde a la bebida M2, seguida de M1, R1 y R2 respectivamente, esto
indica que si hay una tendencia hacia el aumento del contenido probiótico bajo la utilización de
cultivos mixtos en comparación a cultivos de una misma cepa; esto de igual manera fue comprobado
por Sanchez y colaboradores (2015) al realizar una leche fermentada con acidez estandarizada y larga
vida a partir de leche con hidrólisis controlada de lactosa por vía enzimática empleando cultivos
probióticos como L. acidophillus, L. rhamnosus y Bifidobacterium breve, la metodología planteada
por ellos planteaba realizar varias inoculaciones, una por cada cepa y ensayos de diferentes
proporciones de las mismas cepas, una vez obtenidos los resultados se logró comprobar que las
mezclas de bacterias ácido lácticas mostraron mejores resultados de supervivencia a pH´s bajos (68%)
y a sales biliares 0,3% (66,1%) además de aumentar el promedio de bacterias ácido lácticas en las
leches fermentadas.
Como se puede observar el contenido de BAL es relativamente bajo en relación a los parámetros de
una BLF, esto se puede deber que al momento de la mezcla con la solución de GOS se tiende a disminuir
este contenido, como se evidencia de igual manera con la acidez y la viscosidad, también se puede
inferir a que el conteo de BAL aumenta por el efecto de simbiosis con los GOS en los primeros 10
días de almacenamiento como se muestra en la figura 8f, sin embargo Venicá y colaboradores (2015)
especifican que las los yogures con adición de GOS obtienen generalmente valores muy similares en
el conteo de células en relación a yogures normales y que este contenido se mantiene en los 14 días de
almacenamiento.
6.3.4. Evaluación sensorial
Con el fin de medir la preferencia de las 4 muestras de bebida láctea fermentada simbiótica, se realizó
una prueba de preferencia con 30 panelistas no entrenados escogidos de forma aleatoria a quienes se
les presentaron hojas de puntaje a partir del formato de evaluación escala hedonica verbal (ver anexo
10.14), donde se utilizaron una secuencia de tres dígitos aleatorios, y el panelista debía calificar entre
las 4 muestras las caracteristicas de color, sabor, textura y olor, ademas de su preferencia por alguna de
las muestras. La codificación numérica para las bebidas lácteas simbióticas de L. Rhamnosus R1 y R2
son de 546 y 043 respectivamente, mientras que para las bebidas lácteas simbióticas del Cultivo Mixto
Comercial M1 y M2 fueron 303 y 824 respectivamente. Las calificaciones medias se encuentran
registradas en la figura 8.
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Figura 8. Calificación sensorial por atributos de las bebidas MI, M2, R1 y R2. Fuente: Elaboración propia

Con la finalidad de determinar si existen diferencias significativas en la apreciación de cada uno de los
atributos de las bebidas se realiza para cada uno de ellos un análisis de Friedman (con distribución Chi
Cuadrado) (anexo 10.15) y un nivel de confianza del 95%, obteniendo los resultados plasmados en la
tabla 18.
Tabla 14. Resultados análisis Friedman para calificación por atributo
2

2

𝑋

𝑋𝑐𝑎𝑙𝑐

Color

7,81

1,69

Sabor

7,81

2,29

Textura

7,81

5,9

Olor

7,81

8,87

Con respecto a la caracterización sensorial no hay diferencias significativas en los atributos de color,
sabor ni textura, mas sin embargo si hay diferencias en por lo menos 1 de las muestras con respecto al
olor, en donde a partir de los datos medios la muestra diferencial en este atributo es la M2. Además de
esto se puede evidenciar que la muestra que evidencia mayor calificación por parte de los panelistas en
todos los atributos es la R1, cuyo resultado más significativo para la aceptación del producto
corresponde al sabor.
Los panelistas mostraron una preferencia en cuanto al sabor a las bebidas relacionadas con el cultivo
de L. Rhamnosus en comparación al cultivo mixto comercial, esto involucra que la apreciación de las
características de sabor es distintiva del inóculo utilizado; por otro lado se denota que el color no se ve
afectado ni por la utilización del inóculo ni por la cantidad de jarabe proveniente de la
transgalactosilación.
En la evaluación sensorial de la bebida láctea fermentada elaborada por Amaya y Tellez (2020), se
denota que la afectación al sabor de la bebida es en gran parte por notas residuales en el retrogusto
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provenientes del tratamiento enzimático que sufre la bebida, dado a que las muestras no son
comparadas con un patrón comercial, no fue posible identificar si este factor influye en la calificación
del atributo en las bebidas elaboradas para este análisis.
La característica de la textura en los panelistas resultó corresponder a una preferencia a que la bebida
tenga viscosidad o espesor, estas características cómo se logró evidenciar en el proceso de
caracterización son influenciadas tanto por el del inóculo y por la cantidad de jarabe proveniente de la
transgalactosilación.
Por otro lado, durante el tiempo de almacenamiento de las bebidas lácteas fermentadas, se observa que
el producto presenta sinéresis, lo cual proviene de la separación del lactosuero debido a la
reorganización de la red molecular de caseína después de la formación de gel, algunos factores que
causan este fenómeno es la rápida acidificación, alta temperatura de incubación y excesivo tratamiento
térmico (Walstra et ál., 2001). Por lo cual, a medida que aumentaba el tiempo de almacenamiento, se
observa un aumento ligero de sinéresis en el producto, Roxana Gaviño (2019) expresa que el
almacenamiento de productos lácteos puede tener efecto sobre el encogimiento de la matriz de micelas
de caseína causando liberación del suero y ruptura gel con menor retención de agua en la estructura del
yogurt.
El registro de los resultados de la prueba de preferencia para la bebida láctea fermentada simbiótica
(figura 30), elaborada con el cultivo de L. Rhamnosus y cultivo Mixto comercial fue realizado
mediante el análisis de Friedman (con distribución Chi Cuadrado) (anexo 10.15) y un nivel de
confianza del 95%, en las cuales se plantean las siguientes hipótesis:
H₀: No hay diferencias significativas entre los niveles de preferencia de las bebidas M1, M2, R1 y R2
H₁: Hay diferencias significativas entre los niveles de preferencia de al menos 1 de las bebidas.

Figura 9. Calificación sensorial por preferencia de las bebidas MI, M2, R1 y R2 Fuente: Elaboración propia
2

2

Los resultados del análisis arrojaron que cómo 𝑋𝑐𝑎𝑙𝑐 > 𝑋 entonces se rechaza la Hipótesis Nula por
lo que se presentan diferencias entre los niveles de preferencia de las 4 bebidas presentadas a los
panelistas; dados los resultados descritos en la figura 9, se evidencia que la inclinación preferente del
grupo de panelistas por la bebida denominada como R1, esta información aporta un concepto general
positivo a la muestra anteriormente mencionada con respecto a las demás bebidas, esto involucra que
existirían posibilidades de mejora de la muestra si esta tuviera aspiración comercial.
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7. Conclusiones
-Se realizó una BLF simbiótica por medio de un proceso en paralelo de fermentación y
trasgalactosilación de lactosuero desmineralizado, para el proceso fermentativo se comparó la
evolución del proceso al utilizar 2 cultivos fermentativos, el primero un cultivo mixto comercial
(Lyofast YAB 452 BB) y el cultivo de L. rhamnosus (Lyofast LRB), la implementación de un cultivo
mixto presentó un menor tiempo la evolución del % de acidez en comparación al cultivo de L.
rhamnosus.
-Por medio de los análisis del proceso fermentativo se logró determinar que ambos cultivos seguían
diferentes tipos de fermentación, el cultivo mixto comercial es de tipo II donde primero se genera el
crecimiento microbiano acompañado de un consumo de sustrato y la producción de producto se da a
lugar al finalizar el crecimiento mientras que el cultivo de L. rhamnosus corresponde al tipo I donde
el crecimiento, metabolismo del carbohidrato y formación del producto se lleva a cabo de manera
paralela; además se confirmó que la utilización de diferentes cepas fermentativas como en el cultivo
mixto contribuye a la disminución de tiempo en la fermentación (7,5 horas), mayores rendimientos
(0,66 g de células/g de sustrato consumido) y mayor velocidad de duplicación celular (0,1597 h-1) con
respecto a el otro cultivo estudiado.
-La adición de la solución de GOS contribuyó en la disminución inicial del porcentaje de ácido láctico
en las BLF´s, así mismo se observó un aumento de este parámetro durante el almacenamiento en todas
las muestras analizadas, aumento derivado típico de la interacción entre probióticos y prebióticos del
producto. Por lo cual, no existen diferencias significativas en el contenido de GOS a lo largo del
almacenamiento en ninguna de las concentraciones y bebidas analizadas, debido a la posible
inactivación de la enzima por acción del pH y encontrarse fuera del rango de temperatura de acción
enzimática.
-La BLF que mayor contenido probiótico contiene corresponde a R1 con valores de 2,5g de GOS
totales los 0 días de almacenamiento y de 1,68 g al dia 30 de almacenamiento,
-Las bebidas cumplen con los parámetros fisicoquímicos normativos tales como; porcentaje de acidez,
porcentaje de cenizas, porcentaje de proteína; estos parámetros no sufrieron cambios significativos
durante el almacenamiento.
-El contenido de BAL no aumenta necesariamente por la adición de la solución de GOS, el aumento
de este conteo corresponde a el metabolismo de los cultivos fermentativos inoculados en la BLF.
-La BLF que presenta mayor aceptación por parte de los panelistas no entrenados fue la elaborada con
el cultivo de L. rhamnosus, donde se señala su preferencia por sabor y textura, resaltando la
concentración 4:1 frente a las demás muestras.
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8. Recomendaciones
-Incluir en la formulación inicial de la fermentación ingredientes que contribuyan en la viscosidad de
la BLF, para que al momento de la adición de la solución de GOS el resultado contribuya a la
estabilidad del gel.
-Detener el proceso fermentativo cuando la BLF alcance un porcentaje de ácido láctico llegue a
valores cercanos al 0,9%, ya que al realizar los procesos en paralelo la adición posterior de la solución
de GOS tiende a disminuir el contenido inicial de ácido láctico en la bebida.
-Analizar la influencia de realizar la BLF en un biorreactor o en algún otro mecanismo en él se puedan
controlar las diferentes variables, sobre el desarrollo de la fermentación las características físicas y
fisicoquímicas.
-Verificar la influencia de la adición posterior de la solución de GOS a la bebida láctea fermentada
con respecto a sinéresis presentada en el producto desde el día 0 hasta el final del almacenamiento.
-Realizar un seguimiento de las horas y días posteriores (entre día 0 y dia 10) del comportamiento de
la viscosidad, % de acidez y contenido de bacterias ácido lácticas, esto con la finalidad de analizar el
comportamiento entre la bebida láctea fermentada y la solución de GOS después de combinarse, pues
se observa que en este periodo de tiempo ocurrieron cambios importantes del comportamiento general
de la bebida simbiótica.
-Realizar pruebas sensoriales en donde se pueda comparar la bebida láctea simbiótica con una muestra
comercial, con la finalidad de establecer el factor preferencial de consumidores objetivo.
-Desarrollar la elaboración de una BLF con la adición de conservantes con el fin de prolongar la vida
útil de anaquel del producto e inhibir el crecimiento de mohos y levaduras que afectan los estándares
comerciales y normativos de este tipo de bebidas.
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10. Anexos
10.1. Ficha técnica cultivo Lyofast YAB 452 BB
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10.2. Ficha técnica cultivo Lyofast LRB
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10.3. Ficha Técnica Lactosa en polvo

10.4 Datos obtenidos de la determinación de obtención de biomasa
Tabla 15. Resultados ANOVA obtención de biomasa
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10.5 Datos obtenidos de la determinación de la producción de ácido láctico
Tabla 16. Resultados ANOVA producción de ácido láctico

10.6 Gráfica de la curva patrón de glucosa

Figura 10 . Curva patrón de glucosa Fuente: Elaboración propia

10.7 Datos obtenidos de la determinación de consumo de sustrato
Tabla 17. Resultados ANOVA consumo de sustrato

10.8 Datos obtenidos de la determinación de producción de bacterias ácido lácticas
Tabla 18 . Resultados ANOVA conteo de bacterias ácido lácticas
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10.9. Datos obtenidos de la determinación de viscosidad de las muestras en almacenamiento
Tabla 19. Resultados ANOVA viscosidades

10.10. Datos obtenidos de la determinación de %Acidez de las muestras en almacenamiento
Tabla 20. Resultados ANOVA %Acidez.

10.11. Datos obtenidos de la determinación de % Proteína de las muestras en almacenamiento.
Tabla 21. Resultados ANOVA %Proteína

10.12. Datos obtenidos de la determinación de % Cenizas de las muestras en almacenamiento.
Tabla 22 Resultados ANOVA %Cenizas
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10.13. Datos obtenidos de la determinación de azúcares reductores de las muestras en
almacenamiento.
Tabla 23 . Resultados ANOVA GOS 4

Tabla 24. Resultados ANOVA GOS 3

Tabla 25. Resultados ANOVA lactosa

Tabla 26. Resultados ANOVA glucosa

Tabla 27. Resultados ANOVA galactosa
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Tabla 28. Resultados ANOVA GOS totales

10.14. Hoja de puntaje para prueba de evaluación de una bebida láctea fermentada simbiótica

10.15. Análisis de Friedman para el análisis sensorial
Primeramente se lee x2 en la tabla de valores F de la distribución F de Fisher con un 95% de nivel de
confianza, mientras que para calcular x2 se prosigue a seguir la ecuación descrita a continuación:
2

𝑥 =

12
𝑁*𝑘 (𝑘+1)

2

Σ 𝑅 − 3𝑁 (𝐾 + 1)
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Tabla 29. Datos utilizados para la obtención del análisis por atributos de Friedman (con distribución chi-cuadrado)

Color

Sabor

Textura

Olor

Datos

N=30

N=30

N=30

N=30

Muestra

K= 4

K= 4

K= 4

K= 4

α = 0,05

α = 0,05

α = 0,05

α = 0,05

Grados de
libertad

gl = K - 1
gl = 4 - 1 → gl = 3

gl = K - 1
gl = 4 - 1 → gl = 3

gl = K - 1
gl = 4 - 1 → gl = 3

gl = K - 1
gl = 4 - 1 → gl = 3

H₀

No existen
diferencias
significativas en la
apreciación del
color de las
bebidas

No existen
diferencias
significativas en la
apreciación del
sabor de las
bebidas

No existen
diferencias
significativas en la
apreciación de la
textura de las
bebidas

No existen
diferencias
significativas en la
apreciación del
olor de las bebidas

H₁

Existen
diferencias
significativas en la
apreciación del
color de las
bebidas

Existen diferencias
significativas en la
apreciación del
sabor de las
bebidas

Existen diferencias
significativas en la
apreciación de la
textura de las
bebidas

Existen diferencias
significativas en la
apreciación del
olor de las bebidas

Alfa

Tabla 30. Datos utilizados para la obtención del análisis preferencia de Friedman (con distribución chi-cuadrado)

Análisis de varianza por rangos de Friedman
Datos

N = 30

Muestra

K=4

Alfa

α = 0,05

Grados de libertad

gl = K - 1
gl = 4 - 1 → gl = 3

Estadístico leído

7,8147

Estadístico calculado

8,95
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